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1. INTRODUGZO

O pessegueiro (Prunus persica (L) Batsch) é uma cultura
de clima temperado que vem sendo bastante cultivada nas regiBes
sul e sudeste do Brasil, EMBRAPA (26).

O Brasil ocupa o 119 lugar entre os paises produtores
do mundo e o 32 da América do Sul, FAO (32).

O péssego & um fruto consumido "in natura’ ou destinado
& industria de suco e conservas. A qualidade dos frutos, para os
fins a que se destinam, depende de suas caracteristicas fisicas e
quimicas, ALVARENGA & FORTES (02). Estas caracteristicas podem
ser alteradas por injurias mecé@nicas, ocasionadae por intempéries
(granizo) ou pela manipulagdo durante a colheita, transporte e
armazenamento do produto.

A parede celular que circunda a célula vegetal, atua
como barreira natural na protec@o dos tecidos do vegetal contra
injuirias mecénicas ou infecgdo , dificultando a entrada de
microorganismoe. No fruto, a epiderge desempenha um importante
papel de protecdo, pois as paredeshcelulares desse tecido sé&o
cobertas pela cuticula gque atua como barreira fisica e quimica.

Entretanto, quando um fruto € injuriado mecanicamente, £m



resposta a ferimentos e/ou ataque de pPatogenos, podem ocorrer

modificagges bioquimicas nestas paredes celulares envolvendo
proteinas estruturaies, enzimae ligadas & parede celular,
compostoe fendlicos, cuticula, lignificacdo e outroes gue podem
bloquear a evolugdo do ferimento, BELL (06). A formag8o de uma
epiderme adjacente ao local injuriado pode ocorrer como um dos
mecanismos de defesa envolvidos numa sequéncia complexa de
eventos, descrita como cura de ferimento, BLOCK (13).

Portanto, diferentes alteragBes podem ocorrer na parede
celular do tecido vegetal apés injaria mecénica e/ou infec¢éo.
Entretanto, a natureza precisa e a importé&ncia de muitas
alteracdes nessas circunsténcias n&o estZc bem esclarecidas.

Por outro lado as injurias ocorridas em frutoe e
hortalicas podem levar & reagSes de escurecimento capazes de
modificar a aparéncia, o sabor e o valor nutricional dos tecidoe
afetados além de conduzir, a deteriorizagéo do produto, com
prejuizos & sua comercializacdo.

Estudos sobre a cura de ferimentos mecadnicos vém sendo
realizados em busca de solugdes para se previnir perdas poe-
colheita.

Aseim sendo, o presente trabalho tem como objetivo
geral determinar se a injGria mecéanica incita alteragdes
bioguimicas e histoquimicaes em tecidos do epicarpo e mesocarpo,
envolvendo as paredee celulares, respectivamente em duas
cultivares de péssegos, caracterizando uma poséivel resposta de
defesa a esse tipo de injuria. Como objetivo especifico,

verificar o mecanismo nos tecidos de péssego através:



a) do comportamento das enzimas peroxidase, polifeno-
loxidase e fenilalanina amonia-liase nos tecidos de péssegos
injuriados.

b) do estudo histoquimico, identificando as modifica-
¢Ges ocorridas nas paredes celulares dos tecidos de pé€ssego apbe

injuria.



2. REVISAQ DE LITERATURA

2.1. Mecanismos de defesa contra injairias em frutos e

hortalicas

Alguns vegetais apresentam uma resposta ao estimulo do
ferimento, que pode ser feito artificialmente, ou a renetragédo de
parasitas. Esta resposta pode ocorrer com reposigdo da camada de
tecido prejudicado e/ou mudangas bioquimicas noes tecidoes préximos
& injuria, chamada cura do ferimento, BELL (©6).

Os mecanismos de defesa desenvolvidos pelo vegetal
contra injurias vém sendo analisados e avaliados através da ac#o
de enzimae como peroxidases, polifenoloxidases e fenilalanina
ambnia-liase, sintese de 6ompostos e modificag¢des ocorridas nas

paredes celularees dos tecidos injuriados.

Enzimas

A Peroxidase (POD) ¢ uma hemeproteina, que ocorre
naturalmente em vegetais. Cataliza a reag¢&o oxidativa entre

perdxidos e certos compostos fendlicos como monofendis, difendis-



e aﬁinaa arométicas, entre outros. Geralmente & intracelular,
podendc, também, estar associada & parede celular ror ligag¢Bes
ionicae ou covalentes, Ridge citado por WHITMORE (90) €
SCOTT (89).

A POD possui isoenzimas cujas presenga e atividade
variam com a fase de desenvolvimento do vegetal, com o tipo de
tecido e em respostas & injurias, como foi verificado por
(lo, 30, 64, 88, 99).

' Enzimas como a POD podem agir como catalizadores do
escurecimento enzimdtico em frutos e hortalicas. Dessa forma,
algumas alteragdes indesejaveis como mudanga de cor e sabor podem
ocorrer durante a manipulag&o, o armazenamento e o pProcessamento
do produto, Haard citado por PRABHA & PATWARDHAN (B64) e PECH &
FALLOT (83). Portanto, esta enzima estando intimamente ligada aose
aspéctos do escurecimento enziméatico, esta diretamente
relacionada & qualidade do fruto ou da hortaliga. Em relag8o as
condi¢des de armazenamento, a POD resiste a baixas temperaturas
{—1800) e UR (12,5%), apresentando também grande resisténcia a
inativagéo térmica, sendo considerada a enzima mais termoestavel
dos vegetais e usada como indice de branqueamento, BURNETTE (18).

Os pesquisadores das &reas de fisiologia pés-colheita e
tecnologia de transformag&o procuram meios de inibir ou prevenir
© escurecimento de tecidos vegetais. Assim, varias pesquisae vem
sendo realizadas em péssegos, durante o seu desenvolvimento e
amadurecimento, para caracterizag&o da enzima POD quanto ao seu
pH (4 a 5) e temperatura otima, concentracdo de substrato
tgualacol), isoenzimas, inibidores (dietil tiocarbamato de sddio.

floroglucinol) e antioxidante, REYES & LUH (689); FLURKEY



& JEN (30). Outras pesquisas vem sendo conduzidas em tecido de
vatata e couve, MIHALYI et alii (54); casca e polpa de magg,
sapoti e manga entre outros, PRABHA & PATWARDHAN (64).

Entretanto, a fung8o da POD na fisiologia da parede
celular e sua participagdo em mecanismo de defesa no vegetal
ainda né&o estéo bem esclarecidos.

Ap68 injuria mecé@nica ou infecg¢do, o vegetal desenvolve
mecanismoe de defesa nos quais pode haver participacio da POD
ligada a parede celular. A injuria induz um aumento nas fragdes
das isoenzimas, principalmente na fracéo covaientemente ligada &
parede, como foi observado em folhas de milho por BIRECKA et alii
(10). Em pinheiros da Florida, foi observada a formagc&oc destas
ligagcdes em células cambiais e do calo, sendo que as ligagdes
foram catalizadae principalmente pela POD ligada & parede
celular. O envolvimento da enzima neste mecanismo foi verificado
'in vitro” por GOLDBERG et alii (38).

Além disso, foi observado auméhto na atividade da POD
em Varios tecidos como reeposta & infecg@o por Cercospora em
Eeterraba, RAUTELA & PAYNE (66); a podrid&o negra causada por
Ceratocystis fimbriata em batata doce, CLARE, WEBER & STAHMANN
(21); a  Helminthosporium avenae, em folhas de  Phalaris
arundinacea L., VANCE et alii (88); & injuria por corte, em
folhas de milho, BIRECKA et alii (10) e em folhas e medula do
tabaco, BIRECKA, CATALFAMO & URBAN (11), BIRECKA.& MILLER (12).

Oe estudos histoquimicos, para verificar as modifica-

¢0es ocorridas no sitio de penetragdo do microorganismoc ou local

da injuria, revelam a atividade da POD em células préximas a este



sitio, VANCE et alii (88). Os autores sugerem que as
lsoperoxidases estejam envolvidas nos mecanismos de defesa dos
tecidos e poessam funcionar na biossintese da lignina, no local da
injuria.

Além dessa via, a POD poderia proteger o tecido
injuriado através da oxidacdo de compostoe fenélicos, formando
produtos téxicos que afetam o patégeno e as células infectadas,
levando-08 & morte e necrose do tecido, Roma e Deunlay, citados
por BIRECKA, CATALFAMO & GARRAY (19).

A formag8o de pigmento escuro nas areas injuriadas & um
fendmeno relacionado com a oxidacdo de compostoe fenblicos onde
outra enzima, a polifenoloxidase (PFO), atua como catalizadora
na presenga de oxigenio, LUH & PHITHAKPOL (52).

A PFO também conhecida como fenolase, tirosinase e
catecoloxidase, pertence ao grupo das oxidases e contém cobre
como grupo prostético, MAYES (53). O mecaniemo de agdo da PFO
ainda € obscuro. Sabe-se que ela oxida dopacromos que se
polimerizam e formam as melaninas, pPigmentos escuros e téxicos a
microorganismos e c€lulas, GALEAZZI (35) e VAMOS-VIGYAZO et
alii (86). Ela pode ser encontrada em tecidos vegetal e animal.
J& foi identificada em alguns frutos como magéd e abacate,
PRABHA & PATWARDHAN (64), pésesego, FLURKEY & JEN (30), cereja,
BENJAMIN & MONTGOMERY (©7) e banana, PALMER (59).

A sua distribuig¢8o pode ser desuniforme no fruto,
podendo ocorrer maior atividade nos tecidos do pericarpo e em
outros tecidoes como foi verificado em magad por SATAQUE & WOSIACKI
(77). Tal atividade diminui noes estédios de degenvolvimento do

fruto como foi observado durante a maturagao, em ma¢d COSETENG &



LEE (22) e em peggego, e FLURKEY & JEN (30).
PRABHA & PARTWARDHAN (84) verificaram, tambep,

diminuiec&o da atividade da PFO na epiderme da magg e sapoti,
polpa e epicarpo de abacate.

A PFO pode ser encontrada na forma soluvel e insoltuvel.
Numa ampla variedade de plantas, esta enzima ja foi localizada
noe cloroplastos e na lamela de tecidos de vegetais como o
espinafre, Tolbert citado por GALEAZZI (35). Em Péssegos a PFO
ligada & parede celular das células do mesocarpo, foi estudada
por SCHALLER & VAMOS-VIGYAZO (79), guiadoe pelo interesse
tecnol6gico de verificar a sua termoestabilidade. Concluiram que
ela é termolébil e pode ser inativada pelo calor.

Em geral, as pesquisas sobre PFO objetivam a
sua caracterizacdo quanto a especificidade por substrato
(catecol, 4&cido clorogénico, acido cafeico), & atividade em
relagao a condigdes otimas de pH (5 a 7), temperatura (em relacdo
a 8ua termoestabilidade):; tipos de cultivares e de tecidos que
apresentam maior atividade; inibidores (dietil ditiocarbamatoc de
s6dio, dibéxido de enxofre, floroglucinol) e isoenzimas. Tais
caracteristicas foram estudadas em péesegos (52, 61, 78, 89,
86, 87, 92).

Os estudos sobre as caracteristicas da PFO vém sendo
realizados em varios frutoe e hortalicas. A partir destes e de
outros conhecimentos béasicoe, os pesquisadores tém procurado
desenvolver métodos para prevenir o escurecimento enzimético no
qual a PFO participa e que muitas vezes, &€ indesejéavel nestes

produtos.

]



Existem alguns métodos de preven¢&o que v80 desde o8
mais tradicionais como a inativacgéo térmica, por exemplo, até
aqueles que utilizam a aplicag@io de horménios como o etefon e o
acido giberélico. Uma diminuig&o da atividade da PFO e redugdo
do escurecimento enzimatico pés-colheita foram observados em
péssegos tratados com o etefon e acido giberélico, por PAULSON et
alii (Bl) e em péssegos ¢ magds tratados com etefon, por
AKHUNDOV, KULIEV & SALKOVA (01). Os dois tratamentos foram
feitos algune dias antes da colheita, verificando-se noe frutoe
maduros, uma dimuig8o na atividade da PFO. Estes ultimos autores
concluiram que a diminuig&o na atividade da enzima proderia ser
devido & formag&do de um inibidor enzimético ou & modificacdo do
complexo enzima-substrato. Contudo, a PFO além de participar do
escurecimento enzimatico (principalmente em frutos)} Jjuntamente
com a POD, pode desempenhar um importante papel nos mecanismos
bioquimicos de resisténcia a injurias.

Segundo BELL (06), nas paredes das células ao redor de
protoplastos colapsados ocorre formagdo de pigmentos escuros
(melaninas), o que normalmente caracteriza a necrose associada a
resisténcia & racas especificas de microorganismos. A intensidade
de formagdo das melaninas €& maior noe vegetais altamente
resistentes, s8ugerindo que as melaninas ou seus precursores
contribuem para essa resisténcia. A localizagédo e flutua¢do na
atividade das enzimas POD e PFO foram relacionadas aos
mecanismos de resisténcia desenvolvidos pelas folhas de quatro
variedades de beterraba (Beta vulgaris (L.)) em resposta a infec-
¢do por Cercospora, por RAUTELA & PAYNE (66). A atividade da PFO

foi determinada principalmente nos cloroplastoe e mitocondrias,



10

enguanto que, a POD foi localizada, principalmente, na fragao

soluvel das folhas de beterraba. Os autores verificaram um
aumento imediato desta enzima como uma resposta a infecg¢8o, sendo
mais pronunciado nas variedades de beterraba resistentes ao
microorganismo.

O aumento na atividade de oxidasee como a POD e PFO, na
parede celular, parece preceder a necrose. Entretanto, pouca
atengdo tem sido dada a possivel interrelagdo entre estas enzimas
€ o8 mecanismos de reesisténcia do vegetal.

Os estimulos causados pela injuria mecénica também
afetam o metabolismo fenilpropanéide do tecido vegetal. A
ativag&@o desta via metabélica em vegetals doentes tem sido
aspoclada aos mecanismos de resisténcia do hospedeiro contra o
patogeno. Normalmente, este metabolismo conduz &a formag8o de
acido cinémico, que é precursor de inGmeros compostos encontrados
naturalmente no tecido vegetal como lignina e flavonéides. O
dcido cinémico é derivado biossinteticamente da fenilalanina. A
sequéncia das reacdes enzimadticas é apresentada na Figura 1,
LEGRAND (51).

A fenilalanina aménia-liase (FAL) atua no metabolismo
secundéric dos vegetais catalizando a converséo de L-fenilalanina
& &cido cinémico e aménia, Koukol e Conn citados por MINAMIKAWA &
URITANI (85). . A partir do aminoécido fenilalanina 8H0
sintetizados todos os compostos fenilpropandides, RHODES (73).

Na natureza, a FAL tem s8ido encontrada em muitos
vegetais como em feijfo, RAHE, KUC & CHUANG (65), em milho,
DICKERSON et alii (25); HAVIR, REID & MARSH (49); em laranja,

ISMAIL & BROWN (45); bambu, HIGUCHI (41) e na casca de mags,



FARAGHER & CHALMERS (28).

Estudos histoquimicos localizaram a FAL nas células
epidérmicas das pagas de Vitis vinifera, L., ROUBELAKIS-ANGELAKIS
& KLIEWER (74). JAHNEN & HAHLBROCK (46), wutilizando anticorpos
enzimas-especificos, localizaram a enzima "in esitu” na pléntula
de salsa. Segundo esses autores, a enzima foi encontrada
predominantemente nas células que envolvem o ducto condutor de
dleo.

A FAL nédo requer cofatores para sua atividade e algumas
isoenzimas tém sido identificadas em tecidos vegetais, CAMM &
TOWERS (189). No que se refere a inibidores, foi verificado que a
cicloheximida além de inibir a atividade da FAL, também pode
inibir, de forma irreversivel, a sua sintese, ZUCKER (94).

Os niveis da FAL aumentam eignificativamente em
determinados tecidos, a 1intervalos de tempo relativamente
peguenos, como resposta a uma ampla variedade de estimulos como
etileno, HYODO & YANG (42); FARAGHER & CHAIMERS (28); injurias
mecenicas, TANAKA & URITANI (81), WONG, ZUCKER & CREASY (93) e
infecg¢des GREEN, HADWIGER & GRAHAM (39), MINAMIKAWA &
URITANI (55), e apbés esse aumento, bcorre um declinio gradual.
Tal redugdo poderia sugerir uma predominéncia do Processo
sintético sobre o degradativo, o0 que & caracteristico do
“"turnover” da proteina vegetal, segundo ZUCKER (95). Contudo,
para ENGELSMA (27), esse declinio nos niveis da FAL, que ee
sucede ao aumento 1inicial, é provavelmente causado pela
inativagdo da enzima. Esta inativag¢8o seria dependente da

acorréncia da “sintese de novo" da proteina, visto gque, a
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cicloheximida, o inibidor da siptege protéica, inibe a atividade
da FAL.

As variagdes na atividade da FAL, na fase de pés
colheita doe frutos, podem ser parcialmente devidas a “"sintese de
novo' desta enzima, embora ndo se possa generalizar. Tal sintese
fol demonstrada através da taxa de incorporagBc de leucina [Clé]
na FAL, em tecido parenquimatoso da raiz de batata doce,
injuriada mecanicamente, TANAKA & URITANI (81), e em raizes de
bambu que foram colhidos, cortados e armazenados por um dia, em
temperatura entre 28° e 30°C, utilizando-se para a determinacéo,
a tecnica de imunceletroforese, CHEN, CHANG & LIU (20). Contudo,
estes u.itimos autores sugerem que o aumento na atividade da
enzima pode ser devido a uma simples ativac&o da meema. Assim, a
FAL parece ser muito sensivel ao estado fisioldégico do vegetal,
podendo sua atividade ser alterada quando o tecido é injuriado.

A participagédo da FAL no metabolismo de
difenilpropanéides tais como antocianinas e lignina, vem se
tornando de grande interesse para a fisiologia pés colheita de
frutos e hortaligas. Isto porque, além destes compostos
contribuirem para as caracteristicas sensoriais do produto, eles
também parecem participar de algumas respostas noe mecaniemos de
defesa do vegetal. A possivel participa¢8o na sequéncia complexa
de eventos, ocorridos como respostas metabélicas & injuria, vem
sendo avaliada.

A FAL parece oferecer o esqueleto carbdnico
fenilpropano para a einteee de compostos fendlicos, pois o

sumento em sua atividade foi observado paralelamente ao acumu.lo
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destes compostos em discos (3 x 19mm) retirados da raiz de batata
doce "Norin", MINAMIKAWA & URITANI (55), e na epiderme de tomates
"‘Moneymaker , GLAZENER (36), ap6s injiuria meclnica e infecgdo
destes tecidos.

Os estudos sobre os compostos fendlicoe tém sido
realizados avaliando a 8ua participacéo em reagbes de
escurecimento, bem como, sua associacBc & resisténcia dos

vegetals & injurias.

Compostos fenélicos

Os fendlicos vegetais incluem uma ampla variedade de
compostoe, desde simples fendis, &acidos fendlicog, cumarinas, até
fievandéices e lignina, dos quais a maior parte é derivaeda do
acido benzdico (Cg - C1) e &cido cinamico (Cg - Cz). O primeiro é
metabolizado do acido shiquimico, ou provém da remocdo do acetato
dao &acido cinédmico, e o segundo, € derivado da desaminagdo da L-
fenilalanina, Gross citado por TORRES et alii (83).

Em geral, os fenblicos s80 encontrados em folhas,
Irutos e sementes TORRES et alii (83), AMPOMAH & FRIEND (©3) e
MOSED & HERRMANN (58). Sua quantidade varia entre as cultivares,
em seus diferentes Orgdos e no interior dos proprioe orgdos do
vegetal, TORRES et alii (83). Durante o desenvolvimento, os
teores variam, podendo estabilizar na maturidade, como ocorre em
PE€ra e magd, segundo MOSED & HERRMANN (56).

Sob outro aspecto, tal como em infecc¢des, a

concentragdo pode variar, com acumulo de fendlicos que podem ser
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Loxicos aoes patdgenos. A importéncia deste acumulo no tecido
injuriado tem sido objeto de muitas pesquisas.

AMPOMAH & FRIEND (©3), estudaram duaes cultivaree de
batata; uma resistente e outra susceptivel a Phytophthora
infestans. Os autores observaram acumulo de fendlicos na parede
dags celulas, sendo considerado mais importante do que o acumulo
de fitoalexinas nos discos de tubérculos de batata resistentes a
racas néo especificas de Phytophthora infestans. 0Os fendlicos
insoluveis parecem conter acido clorogénico, acido para-cumadrico
esterificado, acido ferrulico, lignina e/ou suberina.

Em injuria causada por microorganismos, o tecido pode
apresentar como resposta de defesa, a formag&o de lesdes
necroticae locals, que isolam e localizam o processo.

A atividade da FAL foi fortemente induzida neste tipo
de reacado de hipersensibilidade ocorrida na folha de tabaco
infectada por virus do Mosaico, segundo observado por KOPP,
GEOFFROY & FRITIG (50) e tomate inoculado com Botrytis cinerea,
GLAZENER (36). Todavia, nenhuma variac8o significativa na
atividade ds FAL, fol verificada em extratos de mesocotilocs de
milho, de cultivares resistentes e susceptiveis a Helmintosporium
maydis € resistentes a H. carbonum, quando estes mesocctilos
foram inoculados com esses microorganismos, conforme DICKERSON et
aliil (28).

Em discos (3 x 19mm) de tecidoe da raiz de batata, apods
& 1injuria mecénica, também fol observado acumulo de fendlicos
paralelamente &80 aumento da atividade da FAL, MINAMIKAWA &
URITANI (55), e em paredes celulares de citrus, apdée exposigéc a

irradiacédo gama, RIOV, MONSELISE & KAHAN (72).



A cura de injuria em citrus,parece ser um processo
bioldgico ativo que envolve a indug¢8o da FAL e possivelmente
outras enzimas, ISMAIL & BROWN (45). Os autores observaram que no
flavedo de laranja “Valéncia“  ocorreu a indugdo da FAL e o
subsequente acumulo de fenélicos como resultados da cura ativa,
que se segue & injaria mecéanica.

Em relag8o as antocianinas, a interrelacdo entre
atividade da FAL e sintese destes compostos foi investigada na
casca de maca. A sintese da FAL foi estimulada pela luz. sendo
obeervado um aumento em sua atividade e acumulo de antocianinas
no tecido. Mae os resultados indicaram gque, embora oes niveis da
FAL possam controlar a taxa de sintese de antocianinas no fruto
total, ela ndo seria o unico regulador critico da sintese destes
compostos na casca da magd, como relatam PASCHOLATI et
alii (60). Além disso, em algumas espécies de Mirtilo e em
Oxycoccus palustris, o acumulo de antocianinas, na epiderme
destes frutos, n&o foi relacionado com o aumento na atividade da
FAL, SAPERS, MATULAITIS & BECK (78).

Quanto & lignina, foi observado que & eintese
progressiva da FAL, juntamente com. tirosina aménie liase (TAL)
ocorreu exatamente antes da lignificagio das raizes & caule de
bambu, colhidos e cortados em vArias poredes. As enzimas FAL e
TAL desaminaram a L-fenilalanina e L-tirosina, respectivamente.
produzindo o0 &cido cinémico, precursor de uma variedade de
constituintes, inclusive lignina, HIGUCHI (41).

Um aumento na atividade da FAL e noes niveis de é&cido
clorogénico, &acompanhado por um acumulo de um polimero tipo-

tignina, fol observado em tubérculoe de batata inoculados com
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Tungo, Phytophtora infestans, FRIEND, REYNOLDS & AVEYARD (33). Em
tomates, a atividade da FAL também aumentou apdée a inoculacd@o de
Botrytis cinerea, e os resultados indicaram sintese de produtos
tipc-lignina pelos frutos jovens, apés infecgdo pelo fungo, e
iignificag&o das paredes celulares na epiderme de tomate,
GLAZENER (36).

O aumento na atividade da FAL, em geral, precede o
acumulo de lignina em tecidos com infec¢8o e este fato pode ser
cerrelacionado com a resisténcia do vegetal a determinada doenca,
BELL (06).

0O tempo para que a FAL apresente sua atividade méxima
varia de acorde com o tecido e o tipo de injuria. Em injuria
mecanica, rol verifticado atividade méxima apés 12 horas, na volpa
@& ralz de bavata, ZUCKER (85), e na raiz de batata doce, TANAKA
% URITANI (Bl1). No flavedo de laranja a atividade maxima foi
observada 24 horas apds injuria, ISMAIL & BROWN (45). Nas
infecebee, a atividade da enzima tem apresentado elevacéo logo
apoe 4 a 6 horas de inoculagdo, ocorrendo méxima atividade em 24
a 36 horas, respectivamente, em batata infectada por Ceratocystis
fimbriata, MINAMIKAWA & URITANI (55), e em trigo inoculado com
Lrysiphe graminis, GREEN, HADWIGER & GRAHAM (19).

Portanto, & indugédo do metabolismo fenilpropancide aque
se segue apos os estimulos, como injuria mecanica, oferece
interessante campo para estudos sobre a regulagBio do metabolismo
secundario do vegetal e sua relagdo com mecaniemos de defesa.
Neste estudo, um pré requisito importante para ‘avaliacdo da
regulacédo metabélica € & caracterizagédo das enzimas envolvidas

neste processo.



Parede celular

A parede celular ¢ uma estrutura bastante resistente
que envolve o plasmalema das células vegetais. Blologicamente,
esta estrutura ¢ importante porque determina a morfologia e de
alguma forma, a fungéo da célula. Além disso, ela também & o
envoltério limitante da célula, podendo estar diretamente
envolvida na regulagédo da expans&@o celular. Quimicamente, &
constituida por polissacarideos, lignina, proteinas, agua e
substénciae incrustantes como cutina e suberina, GOODWIN & MERCER
(37

Os polissacarideos da parede celular rodem atuar como
parreira natural & injurias, sendo que a rrotegédo pode ser
aumentada pela presenga de matérias como cutina, suberina,
iignina ou outros. Dessa forma, torna-se pouco frequente 3
penetragcao de microorganismos nae células vegetais, provavelmente
devido a incapacidade de penetrarem nas paredes celulares. Estas
paredes n8o 880 estaticas e podem, em muitos casos, ser
dinamicamente alteradas. As alteracdes podem envolver
modifica¢des na parede ja& existente, deposigdo de novos materials
(tipo lignina ), ou produg@c de nova barreira através de divisao
celular, RIDE (79).

A lignina é um polimeroc, muito ramificado, de residuos
fenilpropano (Cg - C3), de importancia nos tecidos condutores e
de sustentagdo, sendo constituintes das paredes celulares destes
tecidos, estando também presente nas paredes celulares de raizes,
casca, cortica, bot&@o floral e frutos. Ela fortalece a parede

celular e protege as microfibras da parede contra ataques
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quimicos, fisicos & biolégicos, GOODWIN & MERCER (37). A formagéo
deste polimero pode ocorrer a partir da condensag¢do de radicais
alcoois hidroxicinamil, derivados da fenilalanina, de residuos de
acidos hidroxicin&micos ou aldeidos hidroxicinamil, BELL (©6).

A Figura 2 mostra a rota biossitética da lignina em
trigo, descrita por RIDE (71).

A lignina ¢é depositada na matriz da parede celular
entre & microfibra de celulose e sua rede de complexos
arométicos, provendo uma rigidez e resisténcia a foreas de
compressac, bem como uma consideravel resisténcia a degradagéo
por microorganismos, RIDE (71). Ela pode formar ligagdes fortes
com carboidratos da parede celular, como celulose, através da
agdo da POD, WHITMORE (9@). Além disso, podem ocorrer ligagdes
éster da lignina com poliésteres de &acidos graxos, gsimilares
Aqueles na cutina, para formagdo de suberina, KOLATTUKUDY (49).
As células suberizadas n#io séo atacadas pPor microorganismos, BELL
(06).

A ocorréncia, velocidade e extens&o da lignificacdo teém
8ido relatadas em mecanismos de defesa desenvolvidos pelo vegetal
frente & uma injuria, BOSTOCK & STERMER (17).

Por suas propriedades, a lignina parece ter um papel
potencial na resisténcia do vegetal & patdgenos. A associagdo
entre a lignina pré-formada e & limitagdo do crescimento de
microorganismo em tecido vegetal tem sido observada em algumas
doengas.

Quando o tecido €& ferido, pode ocorrer lignificag¢do da

payede celular das células ao redor do ferimento ou sitio de
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penetracao do parasita, como foi verificado em folhas de trigo
lnoculadas com fungo, RIDE (71): em laranja e uva feridas
mecanicamente e inoculadas com Penicillium digifatum, BROWN et
alii (15); em laranja inoculada com o mesmo fungo, BROWN &
BARMORE (14); e na casca do caule de pessegueiro injuriado
mecanicamente, na qual foi observado também a suberizacdo das
paredes celularees vizinhas ao ferimento, BIGGS & STORBBS (09)
e BIGGS (@8). Estes ultimos autores observaram que a inJjuria
levou a gerag¢do de um novo tecido com o restabelecimento da
continuidade meristematica. BIGGS (©8) identificou apos o
ferimento dois tipos de tecidos, a saber: tecido com paredes
celularee modificadas (por lignificagdo ou suberizagido) e geragéao
de um novo felogénio e seus derivados. RIDE (71) estudando
folhas de trigo injuriadas mecanicamente e depois inoculadas com
fungos patogénicoe e ndo patogénicos, relata gque apenas o
ferimento mecé&nico n#o estimula a lignifica¢do. A sintese da
Lignina ocorre apos a inoculacd8o com fungoes e o polimero formado
apregenta estrutura diferente do polimeroc dae folhas. Alénm
disso, o0 autor relata que uma pré-inoculac&c com o fungo nao
patogénico retarda o ataque pelo fungo patogénico.

Assim, a lignificag&o que ocorre nas paredes celulares
ao redor do ferimento em tecido de folhas e frutos, parece ser
induzida ndo e6 pela injuria em si, como também, e principalmente
pelos microorganismos. Este mecanismo difere marcadamente do
acumulo de fitoalexinas, que & o outro mecanismo de resisgténcia
induzido por doencas. As fitoalexinas podem ser induzidas por
elicitores abidticoe como foi verificado em folhas de trigo

tratadas com substé&ncias elicitoras de fitoalexinas, sendo aqu=.
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ndo foi observado actmulo de lignina no mesmo tecido, PEARCE &

RIDE (62).

Em outro estudo, PEARCE & RIDE (69), verificaram que um
componente da parede celular de muitos fungos, a quitina,
elicitou a lignificagdo gquando foi aplicada sob forma de
suspensdo em injurias, nas folhas de trigo.

Contudo, UCHIYAMA, et alii (84), n&o observaram ligni-
ficagé@do em callus de arroz como reeposta aoe fungos,
Alternaria brassicola, Botrytis cinerea e Aspergillus
oryzae, apesar de identificarem o acido ferrulico no callus de
arroz inoculado com a A. brassicola, © que n#o afetou a
germinac3o de esporos nem o crescimento micelial do fungo. A
sintese e o acUmulo de lignina podem variar com as condigdes de
armazenamento. Em wuvae e laranjas inoculadas com fungo, foi
obeservado que os frutos armazenados sob temperatura proxima a
30”C apresentaram lignificagdo ao redor do ferimento, entretanto
sob uma UR menor que 70% a lignificacao foi minima, BROWN et alii
(15).

Tem sido sugerido que os polissacarideos pécticos ( ou
o8 oligossacarideos derivados deles) possam ser liberados da
parede celular, apés o ferimento de folhas, e agir como
horménios de longa disténcia, estimulando uma resposta de defesa
no tecido nfo injuriado e vizinho ao ferimento, Bishop et alii
citados por BAYDOUN & FRY (©5). A partir dai, oes autores
infiltraram fragmentos pécticoes radioativos em ferimentos
localizados em folhas de tomate e concluiram que as substancias
Pécticas n8o s8o hormbénios de longa disténcia. Exiete porem.

segundo o8 autores, a poeeibilidade de que estas substancias
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atuem nas vizinhancas do ferimento e estimulem um segundo
mensageiro que poderia ser um horménio.

Além da lignina, aes paredes celulares, de células
epidermicas que 880 expostas & atmosfera, s8o cobertas pela
cuticula. A cuticula é hidrofébica e regula a perda ou ganho
excessivo de agua pelo tecido, GOODWIN & MERCER (37). Ela também
atua como barreira mecdnica e quimica contra a germinacdo e
penetracdo dos fungoe nas folhas e em outros tecidos vegetais
BELL (©6). O principal polimero da cuticula é a cutina. Na
epiderme das partes subterraneas do vegetal, como raizes e
tubérculos, e na periderme formada sobre algum orgéo do
vegetal, apés o ferimento, a cutina é substituida por outro
polimero, a suberina, KOLATTUKUDY (49). O primeiro polimero
consiste de uma complexa mistura de hidroxi-dcidoe graxos unidos
por ligagdes éster, formando uma rede tridimensional, e o
segundo, € formado por acidoes dicarboxilicos saturadoe e néo
saturados de cadeias longas de diéis, GOODWIN & MERCER (37).

A biossintese da cutina e da suberina tem sido também
objeto de estudos. Algumas fases das vias tém sido demonstradas
utilizando-se métodoe bioquimicos modernos com o uso de
precursoree € intermedi&rioe sintéticos marcadoe. Para & cutina
880 sugeridas vias biossintéticas & partir de mondmeros da
familia dos 4&cidos graxos Cig e Cig, citando como exemplo o©
palmitico e linoléico, respectivamente. A sintese da cutina & uma
func8o especializada das células epidérmicas. Os fatores de
desenvolvimento e ambientais podem levar & modificagcSes neste
polimero. Quanto & suberina, o seu maior componente & o w-&cido

hidroxioléico, sendo Que, & Unica reag¢do envolvida na biosesintese



deste composto € a conversdo do w-hidréxi &cido graxo a é&cido
dicarboxilico, KOLATTUKUDY (49).

A suberina pode ser sintetizada em resposta &
injurias. As injurias por corte provocaram uma suberizagdo nas
camadas préximas ao ferimento em raiz de batata , BORCHET (16),
€ éem bulbos de alhos, MOON & PETERSON (57). Algumas vezes pode
ocorrer suberizagdo nae paredes das células vizinhas ao
ferimento, embora o polimero protetor natural do tecido seja a
cutina, como ocorreu em tomates, feij8o de vagem e folhas de
Brassula argentea feridas mecanicamente, DEAN & KOLATTUKUDY (24).

As célulae mais externas da periderme parecem responder
ds injurias mais rapidamente do que as doe tecidos mais
profundos.

WILSON & GRANGE (91), trabalhando com tomateiro e
pimenteira doce, feridos com cortes longitudinais nos internodos
Jovene, observaram 3 fases de regeneragdo: fase sem divisZo nem
alongamento celular, chamada fase lag, fase de divis8io e fase de
diferenciag@o. As células, préximas a superficie, proliferaram
para formar o calo, dentro do qual os tecidoe vasculares
diferenciaram-se e tenderam a restaurar o cilindro vascular, em
cada parte.

Uma injuria ne epiderme pode ser a porta de entrada
para o 1inicio de uma infecedo. A habilidade does vegetais de
formarem camadas para bloquear o ferimento €& importante no
transporte, manuseio e armazenamento doe produtoe agricolas.

Diferentes alteragdes nas paredes celulares podem

ocorrer apés a injuria ou infec¢8o como actmulo de substéncias
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rendlicas, CRAFT & AUDIA (23). Entretanto, a natureza precisa e
importédncia de muitas alteracdes n&o estZo bem esclarecidas,
havendo necessidade de maiores estudos sobre o rapel da parede

celular na defeea e resisténcia de plantas.



3. MATERIAL E METODOS

3.1. Procedéncia e pré-sele¢do dos frutos

Os péssegos das cultivaree Biuti e Real (Prunus persica
(L.) Batsch), utilizados no presente trabalho, foram colhidos na
Estac8o Experimental da EPAMIG localizeda no Municipio de
Caldas, s8ul de Minas Geraie. O municipio situa-se a 1150 metros
de altitude e apresenta como coordenadas 21°55° S, 46°23° W. O
ano de 1987, segundo registro metereolégico da Estagéo
apresentou temperatura média anual de 18,7300 e pluviosidade de
1469, 4mm.

Os frutos foram pré-selecionados, considerando-se
auséncia de injurias visuais e infec¢Bes, presenga de pedunculo e
uniformidade de tamanho, textura e cor.

Os péssegos, em numero de 375 por cultivar foram
acondicionados em calixas de papel8o ventiladas ( 235 x 245 x
80mm) com capacidade para aproximadamente 3Kg de frutos, foram
transportados ©para Lavras, sul de Minas Gerais, no mesmo dia da

colheita sendo imediatamente ensaiados no laboratério de
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Bioquimica de Frutos e Hortaligase, no DCA da Escola Superior de

Agricultura de Lavras.

3.2. Coleta e preparo das amostrasg

Os frutos na maturidade comercial foram coletados em
cada planta considerando-se sua po8igdo em relag8o aos pontos
cardeais, altura do tergo médio da mesma na parte externa da
copa, segundo técnica de coleta aconselhada por Hulme e
colaboradores citados por TEIXEIRA (82).

No laboratério, foram seiecionados ror uniformidade de
cor e tamanho eliminando-se aqueles com injurias mecanicas,
imersos em solug&c de hipoclorito de sédio a 1%, por 3 minutos e
séecoe em meio ambiente, com auxilio de ventilacdo.

Foram considerados dois ensaios. Para o estudo
enzimético foram avaliados oe frutos dae duas cultivares, com e
sem injuria mecénica, submetidos a sete tempos de cura,
constituindo-se num fatorial 2 x 2 x 7 com 28 tratamentos, num
delineamento inteiramente casualizado com trés repeti¢bes. Para
0 estudo de compostos fenélicos, utilizou-se os frutos dae duas
cultivares com e sem injuria mecénica, submetidos a gquatro tempos
de cura constituindo-se num fatorial 2 x 2 x 4 com 16 tratamentos
num delineamento inteiramente casualizado com trés repeti¢des. A

unidade experimental constou de dez frutos, num total de 759

frutos.
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3.3. Anédlises fisicas e fisico-quimicas dos frutos

Nos frutos integros e sem injurias, para verificar o
estadio de matura¢do foram realizadas as seguintes anélises:
- Peso do fruto (g) e peso do carogo (g), por pesagem

individual em balanga semi-analitica

28

- Relac&o polpa/carogo, dividindo-se a diferenca entre

© Ppeso do fruto e do carogo pelo peso deste ultimo.

- Peso especifico, dividindo-se o peeso do fruto pelo
volume de é&gua deslocado em proveta graduada.

- Textura (l/polz), medida com penetrOmetro Magness
Taylor, convertida e expressa em Newton, por multiplicag¢&o do
valor em l/pol2 rela constante 4,11.

- Acidez titulavel, medida através da titulagéo da
amostra com NaOH ©,1N sendo o resultado expresso em &acido citrico
partindo da relagao: 1lml de NaOH ©,1N = ©,0084g de acido citrico,

segundo INSTITUTO ADOLFO LUTZ (44).

- pH obtido por potenciometria, em eletrodo de vidro,

segundo técnica descrita pelo INSTITUTO ADOLFO LUTZ (44).
- S6lidos soluveis, foram determinados pelo refratréme-

tro de ABBE, segundo técnica descrita pela AOAC (904).



TABELA 1 - Teores médios dos componentes fisicos, quimicos e

fisico-quimicos das cultivares de réssego Biuti e

Real, apds a colheita.

DESCRICAOQ CULTIVAR

Biuti Real
Peso do fruto (g)  1e4.28 se,zs
Peso do carogo (g) 5,99 5,70
Diametro (cm) longitudinal 5,81 5,78
Diametro (cm) transversal 5,76 5,48
Textura (Newton) 79,40 78,54
Peso eespecifico 19,04 18,94
Acidez Tituléavel (% Ac. citrico) 0,736 ®,878
bélidos soluveis (%) 16,60 16,89
pPH 3,73 3,83
polpa/carogo 16,40 14,30
S6lidos soluveis/acidez 22.50 24,50

3.4. Técnica de ferimento mecénico

Og frutos foram separados ao acaso em grupos de 10 e
acondicionados em bandeijas plasticas (20xld4cm). Parte dos grupos
foi ferida mecanicamente (tratamento com injuria) e a outra né&o
foi ferida (grupo controle).

A injuria mecénica f?i realizada assepticamente em
capela de fluxo continuo, utilizando-se um estilete (Z2mm de

diadmetro x 2mm de comprimento) apresentado na Figura 3. 0O fruto
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roi injuriado em quatro locais equidistantes em sua superficie,
sendo duas injuriae mais préximas ac pedunculo e duae opostas a
ele. Os ferimentos foram umidecidos com &gua destilada estéril
com auxilio do mesmo estilete, afim de evitar o ressecamento

destes tecidos. A Figura 5 apresenta uma ilustragdo dos tecidos

de pessego.

3.5. Armazenamento doe frutoe e obten¢8o dos discos

Os frutos, com e sem injurias, foram armazenados em
ambiente com temperatura controlada (20°C) e umidade relativa do
ar 75%. Foram cortados discos de tecidos com lcm de diametro e
4mm de profundidade ao redor dos ferimentos, nos frutos
injuriados. Discos de meema dimenséio e em locais similares
dqueles da injuria, foram retirados dos frutos n&o feridos. Os
discos foram retirados apbs @, 6, 12, 18, 24, 36 e 48 horas de
cura, utilizando-se um perfurador inoxidével (Figura 4).

Una vez retirados, os discos foram imediatamente
colocados sob nitrogénio liquido e armazenados em freezer (-18°C)
até a realizagdo das anAlises quimicas e enziméaticas. Para as
analisees histoquimicas, uma outra parte dos discos fol armazenadsa
em s8olugcdo de formalina-aceto-alcool (FAA) obtida a partir da
mistura de 4lcool etilico 70%, acido acético glacial e formalina

numa proporgac de 990:5:5 partes, respectivamente.
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2mm_x ®2mm

Figure 3 - SBuporte com eetilete utilizedo para injuriar

recenicemente oe frutoe.

¢y u
Figure 4 - Perfurador utilizado para retirar os discos de tecidoe

doe frutos.

mesocorpe

l

encocorpo giszo €t fecidos
epicorpo ferimento mecdnico

FIGURA 5 - Esguema de ptesego representendo os tecldoe e

& profundidéde de injurie.



3.6. Analise gquimica e enzimAtica nos discos de tecidos dos

frutos.
a) Compostos fendlicos totais

Foram extraidoe os compostos fendélicos dos discos de
tecidos dos péssegos Biuti” e 'Real’, com e sem inJjurias,
utilizando-se trés liquidos extratores (metanol puro, metanol 50%
e agua destilada), diluindo-se uma parte do material em cinco
partes de cada liquido extrator. A extrag8o foi realizada sob
refluxo por 15 minutos em chapa elétrica, com excecl8o do
material extraido com agua. Os extratos obtidoe foram filtrados a
vacuo e evaporados até 5ml, aproximadamente, em chapa elétrica.
Os residuoe foram diluidos a 10ml e neles determinados oe teores
de compostos fendélicos utilizando o reagente de Folin-Ciocalteau,

descrito por FOLIN & CIOCALTEAU (31).

b) Atividade da peroxidase (POD) e polifenoloxidase

(PFO).

As atividades das enzimas POD e PFO foram determinadas
em extratos obtidos dos discoes de tecidos de péssegos congeladoe,
com e sem injuria. A extragdo fol realizada a 4°C triturando-se
28 de discos de tecidos em 5ml de tamp8io fosfato ©,1M pH 6.2,
mais PVP (1%p/p) como capturador de fendélicos, em homogeneizador
Poter por 2 minutos. O extrato fol centrifugado a 19999 rpm por
30 minutos a 4°C. O sobrenadante foi retirado com pipeta de
Pasteur e filtfado para remover particulas flutuantese. O filtrado

obtido foi ensaiado em triplicata para a atividade da POD e PFO.
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Para determinac&o da atividade da POD foi wutilizado 4,3ml de
tamp8o-acetato de sédio ©,01M pH 6.0, contendo ©,5% de guaiacol
(como substrato), ©,5ml de peréxido de hidrogénio a ©,1% e o
extrato enzimatico num volume de ©,2ml. A determinagdo da
atividade da PFO foi realizada utilizando-se 4,4ml de tampdo-—
fosfato ©9,1M, pH 6.2, 9,5ml de catecol 9,2M e ©,1ml do extrato
enziméticoa

O aumento de absorvancia foi seguido por 5 minutoes &
4790 nm para POD, e 420 nm para PFO.

Uma unidade de atividade da POD e PFO foi definida como
um aumento de 9,1 na unidade de absorvancia por minuto, & 4790 e

420 nm, respectivamente, segundo FLURKEY & JEN (30).

c) Atividade da fenilalanina aménia-liase (FAL)

A atividade da FAL foi determinada a partir do
doseamento da quantidade de &4cido cinémico formado, segundo
método descrito por ZUCKER (85), HYODO, KURODA & YANG (42) e
HYODO & YANG (43).

A extracdo foi realizada triturando-se 3g de discos de
tecidos de péssegos congelados, com 15ml de tamp&o borato 50mM
contendo 6@microlitros de 2-Mercaptoetanol e ©,3g de PVP, pH 8,5,
a 400 em homogeneizador Poter.

O extrato fol centrifugado a 25000z por 15 minutos 4
4°C. No sobrenadante (extrato enzimadtico) foi medida a atividade
da FAL misturando-se 5ml do extrato com 5 ml do tampdo-borato
50mM, em banho-maria 40°C por 5 minutoe, adicionando-se 0,55ml

de L-fenilalanina 1090mM. A absorvaAncia desta mistura reagente foi
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medida & 290 nm ao ser adicionada a L-fenilalanina e apée a
incubag&o desta mistura reagente em banho-maria 4900 por 1 hora.
Uma unidade de atividade enziméatica (UA/h) foil definida como a
quantidade de FAL que produz um aumento de 9,01 unidade/h na
absor¢édo a 290nm. Esta mudanga na absorgdo €& equivalente &

formagdo de 1 uM de &4cido cinamico/hora.

d) Anédlise histoquimica doe discos de tecidos de péssego

Os discos de tecidos dos péssegos, cortados &ao redor
das areas com e sem injuUria, foram fixadoe em solugdo de FAA,
desaerados (utilizando bomba de vécuo) e desidratados. A
desidratagdo foi realizada paesando-se os discos de tecidos de
péssego por solugbes de alcool etilico, contendo progressivamente
concentragdes maiores, até alcool etilico 190%. Em seguida, os
discos foram passado para uma mistura (1:1) de Alcool 100% mais
dlcool t-butilico (clarifica¢8o) e para alcool t-butilico puro,
passando para uma mistura (1:1) de &lcool t-butilico e prarafina,
mantido a 56°C e finalmente transferido para parafina pura. As
trocas dos tecidos para solucdes alcéolicas foram realizadas em
intervalose de 48 horas e para a mistura 4&alcool t-butilico-
parafina em 24 horas (34, 47 e 58). Os tecidos foram seccionados
a 1lou de espessura utilizando-se micrétomo rotatério Spencer
"820" American Optical. As fitas de tecidos parafinados foram
fixadas sobre la&minas, desparafinadas, coradas e analisadas em
microscépio 6ptico através de objetivas de 3.2 e 19 e ocular de

40x.

34



Para a identificac&o dos detalhes celulares, foi reali-
lizada a colorag&o de Safranina-Fast Green, que cora em verde o]
citoplasma e a parede celular n&o lignificada e, em vermelho, o
nucleo, substéncias fenélicas e elementos lignificados,
JENSEN (47).

Os compostos fenblicos foram identificados rela
colorag8o verde utilizando-se teestes com cloreto férrico, GAHAN
(36), e pelo Nitroso teste, descrito por REEVE (68), no qual o
catecol e o &cido clorogénico coram-se em vermelho-cereja escuro,
que € persistente por uma hora; os fendis apresentam cor
amarelo-claro e o 4acido ténico amarelo-marrom e a mistura de
fenélicoe cora-se de vermelho-cerejs a marrom.

A suberina foil investigada utilizando-se a coloragéo
com Sudan IV, descrita por RAWLINS & TAKAHASHI {BT) .

A formagdo da lignina foi investigada através das
técnicas de Azul de O-toluidina, SAKAI (75), na qual os tecidos
lignificados e suberizados coram-se em azul-esverdeado, a mistura
de fenbélicos em azul, as paredes celulares néo lignificadas
coram-se em vermelho purpurea, o citoplasma € o RNA em rurpuras € o
DNA aparece em azul-esverdeado; reagdo de Schiff, JENSEN (47) e

floroglucinol-HCL, FAULKNER & KIMMIS (29).

3.7. An&lise estatistica

Os dados obtidos foram eubmetidos a analise de

varidncia no Centro de Processamento de Dados da ESAL.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAQ

As caracteristicas dos péssegos Biuti® e “Real’,
utilizados neste experimento, s8c apresentadoe na Tabela 1.
Através destes resultados e dos valores obtidos da relagéo
s0lidos soluveis/acidez, para os péssegos Biuti”~ (22,5) e "Real”
(24,5), pode-se considerar que os frutos foram colhidos no
estadio de maturagao comercial. Tal relagédo, solidos
soluveis/acidez €& um dos paré&metros comumente utilizados para
avaliar o grau de maturac&o dos frutos, visto que, geralmente,
com O avango da maturagdo ocorre um aumento no teor de sbé6lidos
soluveis e decréscimo na acidez tituléavel, Salunkhe e

colaboradores citados por TEIXEIRA (82).

4.1. Atividade da peroxidase (POD) e polifenoloxidase (PFQ)

O efeito da injuria mecénica sobre a atividade da POD
e PFO durante o periodo de cura encontram-se nags Tabelas 2 e 3 e
Figuras 6 e 7, respectivamente.

A atividade das enzimas, POD e PFO, nos tecidos
integros dos péssegos de ambas cultivares, apresentou uma leve e

gradual diminuigdo apés manutengdo a 20°C e 75%UR por um periodo
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de 48 horas.

Entretanto, nos tecidos com injurias, de ambas
cultivares, este comportamento foi modificado havendo um aumento
tipo parab6lico na atividade das enzimas durante © periodo de
cura de 48 horas a 20°C e 75%UR.

Nos tecidos injuriados, a maior atividade da POD
ocorreu no periodo de cura de 24 horas, na “Biuti® e "Real”,
sendo nestes tempos de cura observados os valores de 22,16UAmim.

lg"l de tecidos para a "Biuti’ e 22,99U1f&mim.hlg_:L de tecidos para

a Real’.
A enzima PFC apresentou maior atividade em torno de 24
horas de cura noe tecidos de ambas cultivares. O wvalor maximo

estimado foi de 7,15UAmim._lg"l de tecidos para "Real” e de

7,50UAmim.-lg_l de tecidos para a ‘Biuti-.

Com relag8o ao comportamento dessas enzimae, no tecido
ndo injuriado, observou-se uma queda em suas atividades que pode
ser devido ao amadurecimento do fruto como também uma variagéo
ocorrida dentro de um ou ambos tecidos analisados. A umidade
relativa do ambiente e a tempersatura a que os péssegos foram
expostos por 48 horas n&o permitiu um tempo maior de cura face ao
amadurecimento dos frutos, observado visualmente apoe este
periodo. Trabalhos anteriores relatam uma diminuicdo ou aumento
da POD ou PFO durante o amadurecimento dos frutos, bem como uma
variagdo dessa atividade nos diferentes tecidos que constituem ce
frutos, PRABHA & PATWARDHAN (64), SATAQUE & WOSIACHI (77), Davis
citado por BURNETTE (18) e JOHN & DEY (48).

Entretanto, ao se comparar o comportamento da POD e

PFO, nos tecidos injuriados das duas cultivares, verificou-se
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Tabela 2 - Atividade da POD (UA.min 1.g ™! tecido) observada em
tecidos de pessegos "Biuti’ e “Real’ sem injuria (S)

e injuriados mecanicamente (I), durante 48 horas de

cura a 20°C e 75% UR.

Tempo de cura "Biuti” "Real’
(horas) (S) (I) (8) (I)
Q 18,85 18,68 20,09 20,11
6 18,46 18,71 19,97 20,83
12 18,22 19,38 19,88 21,587
18 17,79 21,01 1972 21,92
2 17,589 22,10 19,61 22,89
36 17,5@ 21,62 19,39 20,78
48 17,30 19,91 19-17 20,45

Tabela 3 - Atividade da PFO (UA.min T.g~ ) tecido) observada em
tecidos de péssegos "Biuti’ e "Real’ sem injaria (8)
e injuriados mecanicamente (I), durante 48 horas de

cura a 20°C e 75% UR.

Tempo de cura "Biuti” "Real”

(horas) (S) (I) (8) )

%] 5,28 5,22 6,02 6,00

6 4,99 5,62 5,83 8,29
12 4,73 6,33 5,84 6,47
18 4,67 7,36 5,63 6,84
24 4,60 7,5@ 5,563 7,15
36 4,58 6,44 5,48 65,563
48 4,48 5,76 5,39 8,12
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dque as enzimas apresentaram uma resposta ag injuarias, elevando
suas atividades.

Cada cultivar apresentou respostee caracteristicas da
POD e PFO & injuria. Na ‘Real” a POD apresentou maior atividade e
em menor tempo de cura do que na "Biuti“. Entretanto, a PFO
apreeentou maior atividade na "Biuti’, embora a atividade méaxima
alcancada tenha ocorrido quase ao mesmo tempo de cura em ambas
cultivares.

A indugdo do aumento das atividades destas enzimas
neste trabalho esté de acordo com o observado em folhas de milho
BIRECKA et alii (10) em folhas e medula de tabaco, BIRECKA,
CATALFAMO & URBAN (11), injuriados mecanicamente, como também em
folhae de beterraba apés injuria e inoculagdo com Cercospora, por
RAUTELA & PAYNE (66).

Entre as cultivares, a "Biuti  mostrou umsa resposta
maie acentuada ao estimulo da injuria, isto sugere para esta
cultivar a existéncia de mecanismos de defesa que respondem mais
prontamente ao ferimento e conduzem & proteg¢édo do fruto.

Portanto, o aumento das atividades das enzimas, POD e
PFO, no péssego injuriado pode ser uma regpoesta do fruto a
injuria, embora este aumento n&o tenha conduzido a formagédo de
lignina nas paredes celulares dos tecidos adjacente a injuria.
N&o foi detectada uma possivel participacio da POD na
polimerizagdo oxidativa de fenilpropanos até formacdo da lignina.
Assim, o aumento na atividade dessas enzimas pode ter sido devido
80 actmulo de substratos fenbélicos nos tecidos injuriados.

A ag&dc da POD e PFO dentro de mecanismos de defesga

desenvolvidoe pelo vegetal tem sido muito discutida, sendo
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ressaltada a agio da POD no mecanismo de protegé@o do tecido
vegetal contra injurias. Essa protegdo estaria relacionada a
biossintese de lignina e/ou suberina no local da injuiria mecéanica
ou sitio de penetra¢dc do parasita. A POD, juntamente com a FAL,
s8o enzimase ligadas a biossintese desses polimeros WHITMORE
(9¢) e GOLDBERG et alii (38). A elevagdo da atividade da POD
também ja foi correlacionada com a suberizagdo em raizes de
batata injuriadas mecanicamente, BORCHET (16). Além disso, foi
observado que com a inibig&o dessas enzimas 08 tecidos de folhas
de grama tornam-se mais susceptiveis a penetragdo de parasitas

comc o Helminthosporium avenae, VANCE & SHERWOOD (89).

4.2. Avividade da fenilalanina ambnia-liase

Os valoree da atividade da FAL durante o periodo de 48
horas apés injaria mecanica, does tecidos de Péssegoe das cvs.
Biuti e Real, s8o apresentandos na Tabela 4 e Fig.98. Os frutos
né&o injuriados naoc apresentaram variacdo significativa na
atividade da enzima.

Observa-se gque a injuria estimulou a atividade da FAL
em ambas as cultivares, sendo que a “Biuti’ apresentou maior
resposta &ao estimulo ocaeionado pela injuria.

A atividade da FAL, nas duas cultivaree, elevou-se de
modo acentuado nas primeiras 6 horae apés o ferimento dos
tecidos, verificando-se maior atividade em torno de 12 horae apés

injuria. A partir dai houve um descréscimo na atividade da FAL.



Tabela 4 - Atividade da FAL (UA.h™".g~

2

2

tecido) observada em

tecidos de pegsegos "Biuti’ e "Real’ sem injuria (S)

€ injuriados mecanicamente (1), durante 48 horas de

cura a 20°C e 75% UR.

Tempo de cura

(horas)

12
18

Biuti”

(5) (I)

85,06 83,89
86,54 134,70
82,56 194,30
78,14 201,26
78,07 132,82
80,48 h 5 s P =
80,77 107,26
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Os dados obtidos sdo concordantes com os de TANAKA &
URITANI (81) e ISMAIL & BROWN (45), que verificaram um aumento
na atividade da FAL ap6s injuria mecanica. Segundo TANAKA &
URITANI (81), em raiz de batata doce a atividade dessa enzima
eleva-se marcadamente em resposta a injuria por corte, chegando
ao méximo apée 12 horas depois sendo reduzida. Entretanto,
ISMAIL & BROWN (45) observaram em laranja ‘“Valéncia“, um
aumento da atividade da FAL durante 72 horas apods injuria. No
tabaco, que é hospedeiro hipersensivel A virus, foi
verificado um estimulo da enzime FAL e da O-metiltransferase
(OMT) esendo a atividade.fortemente aumentada nas células ao redor
da necrose, KOPP et alii, (50). Ainda n&o esté bem esclarecido (o}
mecanismo bioquimico do processo de necrose. Segundo Loebenstein
citado por KOPP et alii (50), a necrose é aparentemente precedida
por forte reagdc das células do hospedeiro ao redor da les&o. |
/ Segundo MINAMIKAWA & URITANI (55), tanto o tempo de
formagdo quanto a ativacéo desta enzima (FAL) estdo intimamente
ligados ao comportamento da sintese de rolifendis apés injuria
mecanica e/ou infecedo em raiz de batata. Portanto, pode ser
considerado que a elevagdo ocorrida na atividade da FAL seguida
do acumulo de fendlicos, seja uma resposta do péssego a injuria
mecanica, como fol verificado em laranjas “Valéncia , onde a
indugé&o da FAL e subsequente acumulo de fendlicos foram
considerados como resultantes da cura ativa que se seguiu a
injuria, ISMAIL & BROWN (45)./
O aumento na concentragfo de compostos fendlicos indica
que eles est8o sendo sintetizados apos injuria ou que estdo

sendo transportadoe dos tecidos adjacentes ao ferimento. A
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8intese "de novo" de fenélicoes poderia ocorrer se a atividade da
FAL aumentasse simultaneamente no decorrer do acumulo de fenbis,
segundo GLAZENER (36). 0Os resultados observados em péssegos
indicam um aumento na atividade da FAL quase que simultaneo ao
aumento no teor de compostos fenédlicos, sugerindo, portanto, a

ocorréncia da sintese "de novo' de fenblicos.

4.3. Compostos Fenolicos

Os teores de compostos fenélicos em discos de tecidos
de péssegos com e sem injuria, das cvs. Biuti e Real, sdo
apresentados na Tabela 5 e Fig. ©09. Nos tecidos injuriados
ocorreu aumento significativo nos teores, © que ndo foi
observado nos tecidos sem injuria.

As duas cultivares apresentaram acUmuloe de cCoOmpostos
fendlicos 12 horas apbés injuria. A cultivar Resl apresentou um
aumento no teor destes compostos de 13,62%, em 48 horas de cura,
enquanto que na cultivar Biuti esse aumento foi de 27,12%, em 24
horas de cura. Apée 36 horas da injuria os valores decresceram
nos tecidos da cultivar Biuti.

Os fendlicos vegetais incluem uma ampla variedade de
compostos, entre eles a 1lignina e taninos, podendo ser
encontrados na parede celular ou dentro dos vacuolos das células
vegetais. Porém, quando as células sofrem rupturas por injuria
mecanica, oe fendis liberados oxidam-se & quinonas, que POr sua
vez polimerizam-se e produzem a melanina, uma substanciz toxica

de cor escura, TORRES et alii (83).
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Tabela 5 - Teores de compostos fenolicoe (mg de &acido tédnico/100g
de tecido) observados em tecidos de péesegoe "Biuti-

e Real sem injuria (S) e injuriados mecanicamente

(1), durante 48 horas de cura a 20°C e 75% UR.

(horas ) (3) (I) (8) (I)

(%] 96,71 96,71 97,01 96,81
12 99,22 96,02 101,31 98,05
24 101,22 196, 16 96,89 123,07

48 101,38 109,98 100,83 116,63
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Y=968133 - 1,7753x + 0,1835x% % 0,003081x : R2= 0,9989

————— Y = 96,7066 — 0,8488X + 0,0802X - 0,0012% " R = 0,9995

i i ] I i ! | L

0 12 24 36 48

Tempo de cura (horas)

/s & - Curvas de regressao entre os compostos fenolicos totals e tempos de cura em
discos de tecidos de pessegos 'Real’ ( — )@ 'Blull’ ( . — ) Injurladas meca -
nicamente expressas em mg acido tanico/100g de tecido.



Neste estudo, os compostos fendlicoe foram localizados
histoquimicamente nas paredes celulares dos tecidos de péssegos
‘Biuti e "Real com e sem injuria, através do Nitroso-teste,
REEVE (68), confirmado com teste pelo cloreto ferrico, SAKAI
(75). Nos tecidos de ©péssegos 'Biuti” e ‘Real’, injuriados
mecanicamente, a camada de células rompidas foi chamada de camada
de ferimento. Tal camada apresentou reagfdo positiva para
compostos fendélicos apds seis horas de ferimento, provavelmente,
devido ao fato da quebra da integridade celular que expée
o8 substratos & a¢do de enzimas.

Pela coloragdo desenvolvida nos tecidoes n&o injuriados
de péssegos 'Biuti” e "Real’, através do Nitroso teste, descrito
por REEVE (68), foi observado a presenga de catecol, Aacido
clorogénico, &cido tanico e fendis na epiderme, e no mesocarpo
prevaleceram os fendie (Figura 10a).

Nos tecidos 1injuriados de péssegos de ambas as
cultivares, a indicag&o dada por este teste mostrou um acumulo,
provavelmente de 4acido clorogénico e catecol nas paredes
celulares adjacentes & camada de ferimento (Figura 10h).

A reacd8o pelo Nitroso-teste, nas camadas de célulae
integras que circundam o ferimento, foi visivel a partir de 1B e
24 horas, respectivamente, nas cultivaree Biuti e Real.

Além dieso, fol realizado outro teste utilizando-se o
Azul de O-toluidina, que segundo SAKAI (75), permite também &
verificagdo de paredes lignificadas ou suberizadas como tambem
acumulo de fenblicos. Os tecidos com e sem injaria corados pelo

Azul de O-toluidina s&o apresentados nas Figuras lla e 11b.
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b)

Figura 1¢ - Fotomicrografia da secc&o de tecidos do epicarpe e

mesocarpo de péssego pela coloragdo Nitroso teste: a)
tecidos sem injuria; b) tecidos com injuria apds 18
horas de cura indicando I Fendie, II Acido ténico,
II1 Catecol, IV Mistura de Fendlicos. Aumento de

400x.



No tecido injuriado, a camada de ferimento e as paredes
celulares ao redor desta camada apresentaram coloragge azul
acentuada, indicativo de acumulo de fenélicoes, lignina e/ou
taninos apés 6 € 24 horas de cura, respectivamente. Entretanto,
tal colorag@o né&o foi observada no tecido nSo injuriado.

Os detalhes celulares, apresentados nas Figuras 12a e
12b , foram observados através da coloragdo por Safranina- Fast-
Green, dos tecidos sem e com injuria segundo descrito por JENSEN
(47). Através desta coloragdoc, verificou-se em algumae paredes
das células ao redor da camada de ferimento, uma reagdo apos 36
horas de cura. Esta reaci#o poderia indicar a presenga de lignina
ou de outros compostos fenélicos, como uma reeposta de defesa do
fruto ao ferimento, visto que, no tecido né&o injuriado tal reacéo
ndo foi verificada.

Entretanto, o8 testes utilizados para investigag¢ao da
lignina como Floroglucinol-HCl, FAULKNER & KIMMIS (29), reagao
com reagente de Schiff, JENSEN (47) e da suberina com Sudan IV,
RAWLINS & TAKAHASHI (67), foram negativoe, nae duas cultivares,
durante o periodo de 48 horas de cura.

Portanto, a colorag@o desenvolvida pela Safranina-Fagt-
Green e Azul de O-toluidina foi, provavelmente, devido a presenca

de compostos fenélicos diferentes da lignina.
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Fotomicrografia da secGéo de tecidos do epicarpo e

mesocarpo de péssego pela coloragido Azul de O-tolui-
dina: a) tecidoes sem injuria; b) tecidos com injuri

apoée 24 decura, indicando I Substéciass fendlicas, 11
Paredee celulares néo lignificadas, [II Elementos

lignificados. Aumento de 400x.
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a) b)

Figura 12 - Fotomicrografia da seccggo

de tecidos do epicarpo e

mesocarpo de péssego, pela coloragéo Safrarina-Fast-
Green: a) tecidos sem injuria; b) tecidos com injuaria
apée 36 horas de cura, indicando: I Cuticula e ele-
mentos lignificados, II Mistura de fenélicos, II1I

Paredes celulares ndo lignificadas. Aumento de 128x.

‘Biuti® e "Real’ n&do foi observada durante as 48 horas de cura.

Entretanto, BORCHET (16) e DEAN & KOLATTUKUDY (24), wverificaram,

respectivamente, em tecidos de raiz de batata e tomate (apbs

remogé&o do tecido gue continha a cuticula), suberizagéoc ocorrida

apos um periodo longo de cura que foi de 4 dias para batata e 14

dias para o tomate.



Os resultados da observag8o gualitativa do actmulo de
compostos fendlicos nas paredes celulares dos tecidos
injuriados, 880 apresentados nas Tabelas 96 e ©7. Os compostos
fenélicoe acumularam-se no tecido injuriado desde aes primeiras
horas apds injuria, n8o ocorrendo nenhuma lignificacdo ou
suberizacdo dae paredes das células ao redor do ferimento.

A cv. Biuti apresentou maior acumuloc de compostos
fendlicos, do que a cv. Real, nae paredes celulares doe tecidos
ao redor da injuria, como foi verificado pelo Nitroso-teste e
teste com Cloreto férrico.

A sintese de fenb6licos foi mais intensa nas primeiras
camadas de células adjacentes ao ferimento, em ambae ocve. como
pode eer verificado nas Figuras 1¢ e 11. Apds 48 horas de cura,
cerca de 8 camadas apresentaram resposta de sintese.

A suberizagdo dos tecidos injuriados de pressegos
‘Biuti® e 'Real’ n#o foi observada durante as 48 horas de cura.
Entretanto, BORCHET (16) e DEAN & KOLATTUKUDY (24), verificaram,
respectivamente, em tecidos de raiz de batata e tomate (apése
remogédo do tecido qgue continha a cuticula), suberizacdc ocorrida

apos um periodo longo de cura que foi de 4 dias para batata e 14

dias para o tomate.
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TABELA 6 - Reagges

Pé€ssego "Biuti ~ injuriados mecanicamente, apée

de cura

a 20°C e 75% UR.
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de colorag¢do da parede celular dos tecidos de

Cloreto férrico
(fenélicos)

Floroglucinol-HC1,
(lignina) /

Nitroso teste
(fendlicos)

Azul de O-toluidina
(lignina; :

Safranina-Fast-Green
(detalhes celulares)

Reagente de Schiff
(lignina)

Sudan IV
(suberina)

A

I+

I+

18 24
+ +
+ +

Reag¢do ausente ou idéntica ao CNF:
Reag&o significativa mas n&o associada

Reagdo positiva fraca:

Reacdo positiva:

Reag&o fortemente positiva:

(CNF) Controle n&o ferido

a

parede celular:

tempos
36 48
+ +
+ ++
+ bz
+ +
(=)
(<)
(£)
(+)
(++)



TABELA 7 - Reacges
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de coloragdo da parede celulsar dos tecidoes de

péesegoes Real’” injuriados mecanicamente, apés tempos

de cura

a 20°C e 75% UR.

cloreto férrico
( fendlicos)

Floroglucinol-HC1
fLignina)

Nitroso teste
(fenolicos)

Azul de O-toluidina
(lignina)

Safranina-Fast-Green
(detalhes celulares)

Reagente de Schiff
v lignina)

oudan IV
{ suberina)

A

[+

i+

I+

I+

Reac&o ausente ou idéntica ao CNF:

Reacdo significativa n&o associada & parede celular:

Reag8&o
Reagao
Reagéo

(CNF)

roeitiva-fraca:
positiva:
positiva-forte:

- Controle n&c ferido

36 48
-+ -

+ + 4

x =

s <.

(=)

{5

(%)

=+ )

(het)



BROWN, ISMAIL & BARMORE (15) verificaram boa produggo e
aClmulo de lignina no flavedo de citros, a 30°C e UR de 90%, 12
horas apoe o ferimento. Entretanto, no flavedo mantidoc sob UR
menor que 790% foi observada pequena deposigdo de material-tipo
‘ignina nas paredes celulares, o que foi associado & dessecacgéo
dae células ao redor da injuria.

O rompimento das estruturas dos tecidos do pericarpo
Tacllita & perda d agua decorrente do equilibrio estabelecido
pelo gradiente hidrico do fruto (85-95%) ¢ do meic ambiente
(70%), visto a periderme agir como barreira protetora entre esta
troca hidrica.

Noe discoe de tecidos de péssegos Biuti” e "Real esta
dessecacdo foi prevenida pelo umidecimento da injuria com agua

destilada esterelizada, como realizaram (11, 71, 88, 95).
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5. CONCLUSOES

Nas condigdes experimentais utilizadas conclui-se Que:

- A injuria mecénica induziu um aumento na atividade
das enzinae, POD e PFO, nos tecidos de ambas cultivares
estudadas, apresentando um pico de atividade em torno de 24
horas apos o ferimento dos tecidos. A atividade da PFO foi maior
noe tecidos de péseegos "Biuti  injuriados.

- A atividade da FAL, nos tecidos injuriados de ambas
cultivares, comegou &a elevar-se 6 horae apdés o ferimento e
alcangou um pico maximo de atividade em torno de 12 horas de
cura, com maior atividade na cv. Biuti.

- O aumento na atividade da FAL foi coincidente com um
aumento no teor de compostos fendlicos.

- 0Os teores de compostos fendlicoe n&o variaram nos
tecidos do epicarpo e mesocarpo de péseegoe sem injuria, de
ambas cultivaree, durante o periodo de cura.

- 0O8 tecidos do epicarpo e mesocarpo de péssegos
‘Biuti® e "Real” apresentaram aumento no teor de compostos

fendlicos, com um pico maximo em torno de 24 horas de cura.
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- Nos tecidos injuriados de peggegos ~"Biuti’® foi
verificado maior gquantidade de compostos fendlicos do que nos
tecidos injuriadoes de péssegos "Real’ .

- Noe tecidos do epicarpo e mesocarpo injuriados foi
verificado, através de testes histoquimicos egpecificos, acumulo
de compostos fendlicos nas paredes das células ao redor da
injuria apos 12 horas de cura, em ambas cultivares. Nao foi
observado, histoquimicamente, acumulo de lignine ou suberina

negtas paredes celulares.

SUGESTOES

Este estudo ilustra a necessidade de pesquisas a cerca
do controle dos processos bioquimicos induzidos por injuria no
tecido de péseego. Sugerimos o estudo sobre os mecanismos
controladoree do aumento da atividade de enzimas, apds injuria
e/ou infecgéo, através do uso de inibidoree metabélicos, métodos

imunolégicos, além de testes envolvendo biologia molecular.
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5. RESUMO

No presente trabalho, estudaram-se as modificac¢des
ocorridas nos tecidos do epicarpo e mesocarpo de pessegos Biuti~
e Real  (Prunus persica (L.) Batsch), colhidos na maturidade
comercial. Os Irutos foram selecionados, lavados com &gua,
imersoe em hipoclorito de sédioc & 1%, por trés minutos e secos ao
ar. Os péssegos foram injuriados mecanicamente com auxilio de um
estilete e submetidos a um periodo de 4B horas de cura a 20°C =
5% UR.

Apos 0,6,12,18,24,36 e 48 horas de cura foram retirados
discos de tecidos ao redor das injurias, nos quais analiscu-se o
teor de compostos fendlicos e a atividade da peroxidaee (POD), da
polifenoloxidase (PFO) e da fenilalaninaménia-liase (FAL) .
Histoquimicamente, estudou-se o comportamento de compostos
fendlicos (lignina e suberina) nas paredee das células ao redor
da injuria.

Os resultados observadoe demonstraram Que & injuria
mecédnica induziu um aumento na atividade enzimatica, com pico de

atividade em torno de 24 horas de cura para a POD e PFU e, de 12



horas para a FAL, em ambas as cultivares. O teor de compostos
fendlicoe nos tecidos injuriados aumentou de modo coincidente com
o] aumento da atividade da FAL.

Estudos histoquimicos revelaram acumulo de compostos
fenolicos, mas ndo de compostos tipo lignina ou suberina, nas
paredes dae célulaes adjacentes ao ferimento.

O aumento na atividade das enzimas € o acumulo de
fendiicoe noe tecidos injuriados s80 fatores envolvidoe nos

mecanismos de defesa, de péssegos, & injuria mecénica.
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7. SUMMARY

MECHANICAL INJURY IN FRUITS TISSUES OF TWO CULTIVARS
OF (Prunus persica (L) Batach) MECHANISM OF WOUND

TOURINO, M.C.C.
CHITARRA, A.B.
CHITARRA, M.I.F.
MACHADO, J.C.
GAVILANES, M.L.

The main objective of this research was to verify
effects due to wound healing in the mesocarp and epicarp tissue
of peach, cultivars Biuti and Real, harvested at commercial
maturity. Fruite were selected, washed with water, dipped during
three minutes in 1X¥ sodium hypochlorite and then dried in air.
Peachs were mechanically pinched with a special pin, and left for
healing for 48 hours at 20°C and 75% relative humidity.

Discs were taken from wounded tissues @, 6, 12, 18,

24, 36 and 48 hours after healing and analysed for: rhenolic



compounds, peroxidase (POD), polyphenoloxidase (PPO) and
phenylalanine ammonia-liase (PAL) activities. Phenolic compounds
in the wounded cell walls were detected histochemically.

Resultse indicated that mechanical injury induced
increased POD, PPO and PAL activities in both cultivars.
Phenolic compounde in the adjacent wounded cell walls were
identified histochemically. Lignin and suberin were not detected
in tissue sites.

The increase in enzyme activities and phenolic
accumulation in wounded tissues was thought to be responsible for

the mechaniesm of defence in peaches mechanical injuries.
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?UADRO 1 - Analise de varié&ncia para peroxidase (POD),

o efeito

dos tempos

estudando

de cura em frutos, de duas

cultivares de pessegueiro, com e sem injaria.

Tempos: Aq

R.Linear

R. Quadratica
Desvio de regress&o

Lempos:Ag

R. Linear

K. Quadratica
Desvio de regressdo

v
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Desvio de regressiao
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*%¥ Significativo ao nivel de 1% pelo teste F

Ay - "Real’ sem injuria
Ao - "Real” com injuria
B1 - 'Biuti’ eem injuria

By - "Biuti” com injaria

80



QUADRO 2 - Analige de variancia para polifenoloxidase

(PFO),

estudando o efeito dos tempoes de cura em frutos, de

duas cultivares de pesesegueiro, com e sem injuria.

Tempos: Aq

R.Linear

R. Quadréatica

R. Cubica

Desvio de regresséo
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K. Linear
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QUADRO 3 - Analise

liase (FAL),

de

em frutos,

variancia para

de duas cultivaree de

sem injaria.

estudando o efeito

fenilalanina

doe

reesegueiro,

82

ambnia-
tempoe de cura

com €

Tempos: A

Tempos:Ag

K. Linear

R. Quadréatica
R.CAbica

Desvio de regressdo
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Tempos: By

R. Linear
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QUADRO 4

- Ané&lise de variancia
estudando o efeito dos

duas cultivares de pessegueiro, com e sem injuria.

compostos

fenbélicos,

tempos de cura em frutos, de

Causa de Variacao GL
Tempos: Ay 3
Tempos:Ag 3
n. Linear 1
R. Quadratica 1
R.Cabica 1
Tempos:Bi 3
Tempos:Bg (3
K. Linear 1
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K. Cubica 1
Cultivar iy
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G x T 1
Erro 32
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261, 6333
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*# Significativo ao nivel de 1% pelo teste F
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