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RESUMO

i

SOUZA, Andréa Lacerda Bitencourt de. Resisténcia pos-colheita de péssegos
(Prunus persica (L) Batsch cv. Biuti) a Monilinia fructicola: indugiio de
respostas bioquimicas pela aplicagio do CaCl, no, local da injiria. Lavras:
UFLA, 1998. 161 p. (Tese - Doutorado em Ciéncia dos Alimentos).

|

Foram analisados péssegos (Prunus persiccji (L) Batsch cv Biuti),
provenientes de Santa Rita de Caldas, sul de Minas Gerais, colhidos no estadio de ‘
maturacdo fisioldgica, submetidos a quatro ensaios, ié fim de caracterizar os
frutos, avaliar o efeito do cloreto de cilcio (CaCl;) na elicitacio de respostas de
cura & ferimento, assim como na resisténcia dos wcidbs a Monilinia fructicola
‘através de anlises enziméticas fenilalanina aménis-liase (FAL), polifenoloxidase
(PFO) e peroxidase (POD) ¢ de parede celular (as;tfljcares neutros totais ndo |
celulésicos: quantificagiio e composigiio, clcio ligado,égrau de esterificagiio das
pectinas (GE) ¢ lignina associada), bem como através da quantificagio da rea |
lesionada e do indice de doenga. Os frutos, aps a colheita, foram selecionados
considerando-se a auséncia de injirias visuais e infecgdes, bem como
uniformidade de tamanho e cor, sendo entio desinfestados com hipoclorito de
sédio a 0,5% por 3 minutos, e secos em temperatura amblente De acordo com o
ensaio, os frutos receberam os seguintes tratamentos: SF (frutos sem ferimento),
FA e FC (frutos feridos mecanicamente e tratados com dgua e calcio,
respectivamente), ou FAI e FCI (frutos feridos memicax‘nente, tratados com dgua

* Comité Orientador: Maria Isabel Fernandes Chitm? Membros da Banca:
Adamilson Bosco Chitarra, José da Cruz Machado, José Donizeti Alves, Maria
Beatriz Abreu Gléria




e calcio, respectivamente, curados por 48 horas e inoculados com conideos de
Monilinia fructicola). Os resultados evidenciaram que, tanto o ferimento
mecénico quanto a inoculagiio de Monilinia fructicola, induziram o aumento das
enzimas (FAL, PFO e POD), sendo que, a aplicagio do cilcio retardou o pico de
atividade, assim como os niveis das enzimas. Na parede celular verificon-se que o
ferimento induziu a sintese de lignina, independentemente da aplicagdo de dgua ou
cileio. O célcio aplicado, foi incorporado & parede das células dos frutos, sendo
que a aplicacdo do ion provocou um aumento no teor de aglicares neutros e
reducdo no grau de esterificagiio das pectinas da parede celular. Em frutos
inoculados, o célcio reduziu a 4rea lesada pela podridio parda em 34,33%, € o
indice de doenca dos péssegos, em 29%, quando comparados aos frutos tratados
com agua.



ABSTRACT

POST-HARVEST RESISTENCE OF PEACH
(Prunus persica (L) Batsch cv. Biuti) TO Monilinia fructicola:
INDUCTION OF BIOCHEMICAL RESPONSES BY THE
APPLICATION OF CaCl, IN THE SITE OF THE INJURY

Peaches (Prunus persica (L) Batsch cv Biuti), obtained from Santa tha
de Caldas, Southern region of the State of Minas Gerais (Brazil), were harvested
at the physiological maturation state. After they were!;{ submitted to four trials in‘
order to characterize the fruit, evaluate the effect of sodium chloride (CaCl,) in
eliciting healing response to wounding, as well as resistance to Monilinia
Jructicola through: enzymes analyses (phenylalanine ammonia-lyase - FAL,
polyphenolxidase - PFQ e peroxidase - POD), cell wall (total neutral noncelulose |
sugar: quantification and composition, bound éalciuim sterefication degree of§
pectins (GE) and associated lignin) as well as throngh the quantification of the
injuried area and disease index. 'I'heﬁuitswereseleqedbymkingintoaccount
the absence of visual infections due to injuries as well as uniformity of both size
and color, being then desinfected with 0.5% sodium hypochloride for three
minutes and dried at room temperature. According to the trial, the fruits were
given the following treatments: SF (fruit with no wound), FA and FC |

* Guidance Committee: Maria Isabel Fernandes Chitarra. Members of the board: |

Adimilson Bosco Chitarra, José da Cruz Machado, José Donizeti Alves, Mana‘

Beatriz Abreu Gléria i )
1




(mechanically wounded and treated with water and calcium, respectively) or FAI
and FCI (mechanically wounded and treated with water and calcium, cured for 48
hours and inoculated with Monilinia fructicola spores). The results indicated that
both the mechanical wound and Monilinia fructicola inoculation induced the
increase of enzymes (FAL, PFO and POD), and that the application of calcium
delayed the peak of activity as well as the levels of enzymes. At the level of cell
wall, it was found that the wound induced lignin synthesis, regardless the
application of either water or calcium. The calcium applied was incorporated into
the cell wall of fruits, and the application of the ion caused and increased neutral
sugar content and reduced sterification degree of pectins of the cell wall, In
inoculated fruit, calcium reduced the injured area of brown rotting by 34.33% and
the disease index of peaches by 29% as compared with the water treated fruits
treated with water.



1 INTRODUCAO

A produggo de péssego, no Brasil, mesmo tenéo sido implantada ha muito
tempo, nio tem apresentado expressio compativel com a sua potencialidade. Com
a abertura comercial, o produto de melhor aparéncia que abastece o consumo

nacional provém de outros paises, notadamente do dne Sul, como é o caso dow

Chile (Maia, Amaro, Golcalves e Soum, 1996). ?\

| ;
1

NAFTA, Mercosul, etc), o mercado tem se tornado éada vez mais competmvo
aumentando, conseqiientemente, o nivel de exigéncia de demanda de produtos de‘
alta qualidade. I

Entretanto, a falta de cuidados especificos durante a colheita, o transporte

€ 0 armazenamento, acarretam uma série de danos

qualidade.

% frutos, prejudicando sua
'

Injurias superficiais, muitas vezes imperceptiw')eis, ocorridas logo apds a

colheita, desenvolvem cicatrizes como resultado da pes

rda de umidade no local do




ferimento, reduzindo a qualidade dos frutos, podendo torna-los inaceitiveis no
mercado. A ocorréncia de injiirias pode também expor os frutos a diversas
podriddes pos-colheita.

No Brasil, ha caréncia de utilizagdo de tecnologia de ponta no manuseio
desses produtos pereciveis, acarretando imensos prejuizos que se agravam uma
vez que predispdem o mercado externo contra o produto nacional.

Desta forma, informagBes precisas acerca das respostas de plantas a
ferimentos sdo essenciais para o entendimento dos processos que facilitem ou
interfiram no desenvolvimento de infecgdes, uma vez que, muitas doencas sérias
sdo induzidas por patdgenos que penetram através dos ferimentos.

Torna-se necessario, portanto, o estudo dos mecanismos envolvidos no
processo de cura de ferimentos e resisténcia dos tecidos vegetais a doengas, para
que se faca um controle efetivo de véarias doengas pos-colheita. Através deste
conhecimento, poderio ser desemvolvidas técmicas especificas, visando a
diminuicio das perdas, melhoria da qualidade, queda nos custos de produgiio e
aumento da disponibilidade de frutos comercializiveis.

Dando continuidade aos trabalhos j4 desenvolvidos no Laboratério de
Bioquimica de Frutos da Universidade Federal de Lavras, dentro da linha de
pesquisa que abrange os mecanismos de resisténcia ao ataque de patégenos
através do processo de cura de ferimento, na fase pés-colheita de frutos, o
presente estudo apresenta os objetivos discriminados a seguir:

* Conhecer as respostas relacionadas 4 cura de ferimento e a resisténcia
dos tecidos em péssego a agio de microrganismos patogénicos;

* Verificar, através de estudos enzimaticos, os mecanismos de defesa dos
frutos injuriados mecanicamente, inoculados ou nio com esporos de Monilinia
Jructicola, na presenca e auséncia de cilcio;



* Observar o efeito da aplicagéio de calcio em tecidos injuriados, sobre o
descuvolvimento de resisténcia ao ataque fingico;

* Verificar, ao nivel de parede celular, as respostas apresentadas pelos
tecidos injuriados, quando tratados com calcio. 1




2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Aspectos gerais do péssego

O pessegueiro (Prunus persica (L) Batsch cv. Biuti pertence 3 familia
Rosaceae e foi introduzido no Brasil através de mudas provenientes de Portugal
(Pimentel, 1975).

A cultivar Biuti, ¢ caracterizada por apresentar frutos de tamanho grande
com cavidade peduncular média, sutura rasa, epicarpo suave de coloragio
vermelha em fundo amarelado, com pouca pilosidade. O mesocarpo é amarelo,
firme, com sabor ¢ aroma agradaveis. Apresenta auréola avermelhada em torno
do endocarpo ¢ carogo que é preso e de tamanho médio. O fruto ¢ recomendado
tanto para mesa quanto para a indiistria (Alvarenga e Fortes, 1985).

Do ponto de vista fisioldgico, o fruto pode ser definido como sendo uma
estrutura resultante do desenvolvimento do tecido que suporta o évulo da planta,
sendo sua vida iniciada com a fertilizagio. Ocorrem, a seguir, as fases de



crescimento, maturidade, amadurecimento e senescéncia (Melford e Prakash,
1986). ;
MaW&M@,McMm,mm
mudangas na composi¢io quimica, decrescendo gl coloragdo verde com o
aparecimento da cor amarela ou laranja tanto na ca'sca como na polpa (Rood,
1972). '
O processo de amadurecimento tipico é diviﬂido em dois estadios. No
primeiro, o amaciamento dos tecidos ocorre lenta;ﬁemc, ao passo que no
segundo,aperdadaﬁnnemérépidaeesﬁassociada%umamnentomarcantena
atividade da poligalacturonase (PG) (Orr ¢ Brady, 1923).

Oamaciamemodosﬁutosédecorrentedac@versﬁodaprotopecﬁnaa
formas soliiveis (Chapman e Horvat, 1990). Pressey; Hinton ¢ Avants (1971)
reportaram a existéncia de uma correlagio posmva entre a atividade da
poligalacturonase (PG) ¢ o aumento da pectina sohivel em agua, nio sendo
observado o mesmo quanto a atividade da pectinametilesterase (PME). |
Estudando-se, todavia, a celulase, pode-se evidenciar aumento da atividade da
enzima durante 0 amolecimento de péssegos sugeriﬂ:do uma atuagio conjunta }
com as enzimas pécticas PG ¢ PME, durante o amadurecimento (Hinton e |
Pressey, 1974).

O sabor dos péssegos se relaciona com o b:a.lango docura/acidez. Foi
evidenciada a presenca dos d4cidos succinico, |mahoo e citrico, com
predominancia dos dois 1ltimos na colheita. A acidez se reduz com a maturagdo,
com conseqiiénte aumento nos valores de pH. O oonte#’:do de acucares totais dos

frutos apresenta consideraveis mudangas durante o amadurecimento. A sacarose -

predomina sobre os agticares redutores (glicose + fmtbse), ocorrendo o aumento
maximo nas ltimas semanas de maturagéio (Chitarra e Carvalho, 1985).




No Brasil, as principais regiSes produtoras de péssego, cuja exploragiio
visa a comercializagdo, concentram-se nos Estados do Rio Grande do Sul, Santa
Catarina, Parana ¢ Minas Gerais, onde s3o encontradas as melhores condigSes
edafocliméticas. A drea plantada, no territorio brasileiro, ¢ da ordem de 20 mil
hectares, sendo que 75% deste total se encontra no Rio Grande do Sul,
destacando-se a seguir Sao Paulo ¢ Santa Catarina com um total de 15% da area
plantada. A producfo anual brasileira € superior a 100 mil toneladas, sendo 57%
destinada ao consumo “in natura” e 43% a industrializagéio (Brasil, 1994).

Em Minas Gerais, a colheita da cultivar Biuti, ¢ iniciada na primeira
quinzena de novembro. A época ideal para a colheita é fator indispensével para a
obtencio de frutos com caracteristicas de qualidade, sendo dependente da
distincia do mercado a que se destinam os frutos, do meio de transporte a ser
utilizado, do intervalo entre a colheitz € 0 consumo ou a industrializacio

(Bleinroth, 1969).

2.2 Predisposiciio dos frutos a doengas pés-colheita

Os ferimentos ocorridos durante a colheita ¢ o manuseio na
comercializagdo, predispdem os frutos a doengas pés-colheita (Rushing, 1995).
Segundo Biggs (1984 ¢ 1988), todas as cultivares comerciais de péssego sio
susceptiveis a patogenos.

Propigulos de bactérias ¢ fungos infectantes siio freqilentemente
abundantes nas superficies de frutos e hortalicas, e sua germinagio é estimulada
quando ocorrem injirias que expdem nutrientes ¢ umidade, essenciais ao
desenvolvimento dos patégenos. Muitos patgenos, como a Monilinia fructicola,



por exemplo, s6 penetram nos tecidos vegetais através de injirias tais como
perfuragBes, cortes, abrasdes e amassamentos, comuns durante a colheita e
manuseio dos produtos, levando-os a deterioragiio (Filho ¢ Amorim, 1996).

Apés injirias mecdnicas, fisiologicas ou m?mo -aquelas causadas por
patégenos durante a colheita, manuseio ¢ armazenamento, muitos frutos,

i
apresentam rapidas mudangas na coloragdo, com escurecnnento dos tecidos, o\

que prejudica a aparéncia na comercializagio “m natura”, assim como no
processamento. A extensdo da descoloragio dependg;nao apenas da severidade
da lesdo mas, também, do escurecimento potencial nllerente ao fruto, decorrente
do conteiido endégeno de compostos fendlicos e dos niveis de atividade das
enzimas oxidantes. Desta forma, a coloragio natural dos frutos, pode ser
modificada ou mascarada pela formacdo de pxgmentos‘ marrons ou avermelhados,
tornando-os rejeitados pelo consumidor (Kader e Chordas 1984). |
A susceptibilidade dos frutos ¢ hortalicas mjunados a infeccio pori

varios patogenos pos-colheita ¢ alterada pela acumulac;ao de compostos tOXlCOS

nos sitios de infecgdo, assim como pela cura de mjurias através da subenzac;ao
ou lignificagdo (Fitho ¢ Amorim, 1996).

Dentre as doengas pos-colheita, é posswel estabelecer dois grupos:
aqueles que aparecem no campo durante a conduqao da cultura, e aquelas que
sdo proprias do periodo posterior a colheita (Vlghola e Calot, 1986). De acordo
com Brown (1989) e Eckert ¢ Ratnayake (1993), no prnnelro grupo encontra-se
a podriddo parda causada pelo fungo Monilinia ﬁwcncola G. Went, que &
facilmente controlada, uma vez que o controle das praticas culturais e \
fitossanitarias s&o conhecidas. 3

A podridio parda ¢ considerada a mai§ importante docnga do |
pesseguciro no Sul do Pais e, em anos umidos, pode acarretar perdas
significativas. Acomete diversas espécies de fruticolds como péssegos, cerejas,



ameixas, abricé ¢ améndoas com igual severidade (Agrios, 1996). Para que
ocorra a infecgdo, ha mecessidade de temperatura e umidade elevadas, o que
normalmente ocorre na primavera (Fortes, 1989).

As perdas dos frutos acometidos por podridio parda, resultam
primariamente do apodrecimento dos mesmos no pomar e, posteriormente,
podem ocorrer sérias perdas durante o transporte ¢ a comercializagio. Em
infecgGes severas e na auséncia de um bom controle, cerca de 50 a 75% dos
frutos podem apodrecer no pomar, e o restante pode ser infectado antes de
alcangar o mercado consumidor (Agrios, 1996).

Além da Monilinia fructicola existem aproximadamente 25 espécies de
fungos e bactérias que s3o responsaveis pelas maiores perdas de produtos
vegetais durante a pos-colheita (Eckert ¢ Ratnayake, 1993).

2.3 Caracterizacio da Monilinia fructicola e controle de seu
desenvolvimento na pés-colheita

Monilinia fructicola pertence ao filo Ascomycotina, ordem Helotiales;
familia Sclerotiniaceae. As espécies do género Monilinia sdo caracterizadas por
ndo possuirem esclerocios tipicos. Os apotécios sdo formados em uma massa
wtromauca produzida no tecido afetado, geralmente em frutos mumificados. A
fase anamorfica produz conidios em cadeias (Agrios, 1996).

Os péssegos jovens sio mais resistentes & infecgfio, porém, a resisténcia
diminui com a evolugdo da maturag3o, sendo entéio invadidos através de injurias
causadas por insetos ou outros agentes. Imicialmente os frutos apresentam
manchas marrons, encharcadas, resultantes do crescimento do micélio, e as



enzimas secretadas pelo patégeno dissolvem a lamela média das células do
hospedeiro. O fruto torna-se seco ¢ mumificado, popendo permanecer preso a
planta ou cair ao solo. Os frutos mumificados que ficam presos na planta,
constituem fonte de infecgio, e aqueles que caem no solo produzem os apotécios
do fungo (Agrios, 1996).

Apés a colheita, as perdas por mfeﬁo, ocorrem durante o
armazenamento, 0 amadurecimento € a oomerczalmt;io dos frutos frescos.
Mesmo nos frutos selecionados, que aparentemente ‘wtio livres da podridio na
colheita, podem estar presentes os esporos de Moni}(nia JSructicola em niimero
suficiente para criar problemas posteriores (Coelho, l§94).

O controle da doenca é feito através ; medidas profiliticas e
erradicativas. Os dois primeiros métodos sdo mais vidveis e eficientes na redu¢3o
de riscos com a perda de produgio (Fortes, 1989).

Na pés-colheita, podem-se utilizar tratamentos aplicados através da
imersio dos frutos em coberturas protetoras como ceras, filmes plasticos,
fungicidas, intermiténcia de temperatura, e a combinagio entre estes tratamentos
(Coelho, 1994). A utilizagio de cloreto de célcio tem sido também empregada.
com sucesso na reducdo de patologias de frutos (Hol]%xd, 1993).

O controle quimico ¢ tradicionalmente feito com benomil, apresentando-
se eficiente no controle da doenga. Entretanto, dev:do! 20 uso constante ¢ muitas ‘
vezes exclusivo do fungicida, tem sido observado a mduqao de tolerdncia ao
principio ativo (Fortes, 1987), a exemplo do que ja fo!l relatado em outros paises
(Ogawa e Gilpatrick, 1977). :

Trabalhos tm evidenciado eficiéncia dos principios ativos flusilazol
0,01%; vinclozoline 0,0075%; triforine 0,005% e iisoprodione 0,0075% no
controle de cepas de Monilinia fructicola tolerantes a0 Benomil (Fortes, 1987;
Balardin, Balardin ¢ Chaves, 1994), |




O uso de iprodione (Rovral) apresenta vantagens sobre os benzimidazois
na pos-colheita, principalmente pelo fato de nfio induzir a resisténcia, quando
usado criteriosamente (Berton; Schroeder e Bleicher, 1992)

2.4 Estabelecimento de infec¢fio em frutos

- Quando o patdgeno se confronta com a parede celular vegetal, este
enfrenta uma barreira complexa, composta por polimeros associados através de
diferentes ligagdes quimicas, que requerem enzimas especificas para sua
degradacdo (Bateman e Basham, 1976).

Um aspecto caracteristico de muitos organismos patogénicos, é sua
habilidade em produzir uma série de enzimas, capazes de degradar os
polissacarideos complexos da parede celular de plantas. Em muitas infecgdes
causadas por agentes microbianos, a permeabilidade da parede celular é alterada,
levando & penetragdo do patégeno e posterior colonizagio dos tecidos vegetais
(Bateman e Basham, 1976).

As enzimas pécticas, responsdveis pela degradagdo da parede celular, sfo
produzidas por esporos de patégenos, quando em germinagio (Barash, 1968),
sendo a alteragdo ou degradacgo dos componentes estruturais de parede das células
hospedeiras durante a patogénese, um aspecto caracteristico das plantas doentes
(Bateman e Basham, 1976).

Uma infecgdo bem sucedida, causada por microrganismos patogénicos,
requer uma superficie de fixa¢do, degradacfio das barreiras quimicas ¢ fisicas, a
producgo de toxinas e a inativagiio das defesas das plantas (Lamb et al., 1989).

10



A germinagdo de esporos é necessariamente, acompanhada pela
biossintese de acidos nucléicos, proteinas, sistemas de membranas e paredes
celulares (Ryan, 1983). | y!

Estudos realizados em tecidos foliares ewdeﬁclalam que o crescimento de
uma hifa fiingica ocorreria entre a epiderme e o mesgﬁlo de tecidos foliares (Rya}n,
1983). |

Segundo Mayer (1939), alguns patogenos podem ser t3o bem adaptados a
seus hospedeiros que eles crescem, biotroficamente, através do tecido vegetal entre
a membrana plasmatica e a parede celular, ou mesmo dentro dos espagos
intercelulares, sem causar danos aparentes as cé)ulas do hospedeiro ¢ sem
desencadear respostas de defesa. t |

Um aspecto caracteristico que muitas doengas pos-colheita tém em oomul‘n
€ que, em muitos estidios, entre a inoculagio do patégmo e o desenvolvimento de
doengas do hospedeiro, o crescimento do mesmo é ﬁléai)edido. O periodo latente qe
colonizagdo pelo patégeno varia e tem sido atribui&o a presenga de compostos
toxicos, assim como a auséncia de determinadas substincias essenciais ao mesmé,
ao potencial inadequado das enzimas para colonizagio e/ou a produciio de
derivados, ¢ fitoalexinas, que s componentes fungltoxloos pré-formados, estido
altamente associados com a resisténcia dos tecidos de plantas a degradagdo
microbiana (Swineburne, 1983). n |

A resisténcia em muitas doencas, envolve, provavelmente, um sistema dF
defesa multiplo coordenado, agindo em varios pontos durante a invasdo :e
colonizagdo. Um unico gene pode regular, apareﬁtemente, mais do que um
mecanismo de resisténcia. Por exemplo, o gene R de batata (Ride, 1978) e o gene
MI-a de cevada tém sido associados com varios mecanismos de defesa.

l
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Clarke (1972); Johnson, Bushnell ¢ Zeyen (1979), citados por Vance,
Kirke e Sherwood (1980), observaram que em tecidos resistentes, o processo de
lignificagdo ativou diferentes vias fendlicas, quando comparados A tecidos
susceptiveis. '

2.5 Aspectos gerais associados a defesa das plantas

As plantas séo dotadas de uma variedade de mecanismos de defesa que as
protegem quando os tecidos sdo lesados (OQuchi, 1991). Uma das razGes primarias,
para o estudo das respostas das plantas aos ferimentos é a necessidade do
esclarecimento dos processos envolvidos, dando subsidio a agdes que venham
minimizar as infecgGes, assim como a perda de fluido depois da injiria (Akai,
1980).

Os orgdos vegetais sdo normalmente protegidos da dissecagdo, e em maior
extensdo, da infecgdo por patogenos, devido a presenca de substéincias, tais como
cutina, suberina e lignina. Quando ocorrem injirias, as células expostas ao
ambiente podem se tomar dissecadas e ou infectadas, a menos que a
impermeabilidade seja rapidamente restabelecida.

As respostas aos ferimentos podem diferir entre os orgdos de uma mesma
espécie de planta ou entre espécies distintas. A proliferagio de células é comum
em muitas plantas herbaceas e dicotileddneas lenhosas, sendo que, em muitas
monocotiledoneas, a primeira camada de células intactas, adjacentes & injiria, é
modificada pela acumulacio de virias substincias anti-microbianas e de
substdncias impermedveis a agua, incluindo a suberina e a lignina (Moon,
Peterson e Peterson, 1984; Rittinger, Biggs e Peirson, 1987).
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De acordo com Baudoin ¢ Eckert (1985), a.4gua disponivel nos tecidos
poderia atuar removendo ou diluindo os inibidores qas enzimas de macera¢do ou
substincias quimicas fungitoxicas, dificultando, desta forma, o processo
infeccioso. Foi evidenciado que as zonas hgmﬁwd‘as eram menos resistentes a
degradagdo da parede celular quando a agua livre: estava presente nos espagos
intercelulares. .;

Segundo Schmelzer et al. (1995), as mgms de defesa podem ser
induzidas em trés diferentes niveis: dentro de celulas nnedxatamente afetadas pela
invasdo fiingica, dentro de uma regiio limitada de tecido ao redor do sitio de
penetragdo fiingica, e dentro do orgdo ou da planta (mgﬁo sistémica). Enquanto a
morte de células ¢ usualmente restrita aquelas dxreta:inente penetradas pelo fungo,
varias mudangas metabélicas ocorrem na vizinhanca, do sitio de penetragiio e/ou
dentro de todo o orgdo ou da planta, sem que ocorra alteragdo visivel da
morfologia celular. A ativagio de fungdes membélicas pelas células danificadas
ocorre de forma abrupta, com aumento da taxa de respnagao e colapso rapido do
protoplasma. :

Quando uma planta ¢ atacada por um patogqno potencial, hi a ellcnaqa?
de respostas complexas de defesa, com ativagio de,vanos genes, resultando na
sintese ¢ na acumulagiio de metabolitos secundérios (fitoalexinas e fendlicos),
macromoléculas estruturais (calose, lignina e ghoopropema rica em hidroxiprolina)
¢ dc uma variedade de proteinas (proteinasrelacijonadascomapatogén&se,
inibidores de enzimas, enzimas hidroliticas e enzimas|do metabolismo secundario)
Desta forma, a infecgdo da planta pelo patégeno é acompanhada por mudangas
metabdélicas considerdveis (Bell, 1981; Carry e Kl&ssié, 1989; Benhamou, Grem'e{
e Chrispeels, 1991). ‘

Segundo Bernards ¢ Ellis (1991), dois tipos de compostos fenolicos sﬁT

evidenciados apds a inoculagfio fiingica. O primeira: compreende os compostos
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esterificados, liberados da parede celular por hidrélise basica leve, evidenciados a
partir de andlises com HPLC (cromatografia liquida de alta performance). A
esterificagiio de acidos fendlicos tem sido observada em material de parede celular
de células em suspensio de salsa, tratadas com elicitores. A segunda populagdo de
fendlicos estd também associada & parede celular ¢ compreende material
polimérico, ndo basico, labil. O material fenélico sintetizado na parede celular
pode atuar como uma barreira tanto quimica quanto fisica ao patégeno, como
proposto por Henry e Jensen (1973).

No que diz respeito 2 indugiio das respostas de defesa, esta €
desencadeada por sinais, liberados durante o ataque de patdgenos. Alguns destes
sinais, causam uma resposta répida na vizinhanga do sitio de ataque, a fim de
selar o invasor, ou expor o patogeno a substincias quimicas toxicas. Alguns
sinais, podem iniciar respostas em tecidos localizados 2 muitos centimetros de
distincia dos sitios de ferimento ou de ataque de patogenos (Reuveni et al., 1992;
Johal et al.,1995).

Segundo Gaumann (1950), dois aspectos podem ser considerados: a
defesa plasmética, resultante do funcionamento bioquimico das células vivas ¢ as
reagdes de defesa necrogénica, resultante da morte das células no ponto de
infeccdo.

Mansfield (1982) ¢ Matern ¢ Kneusel (1988) propuseram que a estratégia
de defesa das plantas ocorre em dois estagios. No primeiro, ocorreria uma rapida
acumulagio de fendis nos sitios de infecgdo, que atuariam para retardar ou
paralizar o crescimento do patégeno e permitir a ativagdo de estratégias
secundérias que poderiam restringir o seu desenvolvimento. Respostas secundarias
poderiam envolver a ativa¢io de defesas especificas, tais como a sintese “de novo”
de fitoalexinas ou de outras substincias relacionadas. Segundo os autores, as .
respostas iniciais de defesa deveriam ocorrer rapidamente, e seria improvavel
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envolverem a transcrigio “de novo” e a tradugiio de genes, que poderiam ser
caracteristicos do segundo nivel de defesa. Consequentemente a seqiiéncia de
eventos na resposta de defesa poderia ser conhecida pbr incluir necrose ¢ morte da
célula, acumulacio de fendis toxicos e modxﬁm@o da parede celular por
substincias fendlicas ou barreiras fisicas, como a apomgao de papilas. Finalmente
ocorreria a sintese de antibiGticos especificos, tais como as fitoalexinas, amndo
associadas a transcrigio “de novo” e tradugdo de gents requerendo mais tempo
do que o aparecimento imediato de substancias escurécndas (Hahlbrock e Scheel,
1989; Dixon e Lamb, 1990). !? |

Segundo Mansfild (1990), a morte da célula resulta em danos irreversiveis
da membrana. Indiferentemente das razdes que levam 3 ? morte da célula, o rapndo‘
acumulo de fendis isola efetivamente o agente causadbr da injuria, patégeno oul
ndo, no sitio original de acesso (Ride, 1983). Estas respostas incluiriam a
formagio da lignina, acumulagdo de aposi¢des na parede celular como papilas € | |
acumulagio precoce de fendis dentro da parede celular do hospedeiro. Numerosos
estudos sugerem que fendis de baixo peso molecuiar, tais como o cido benzbdico e
os fenilpropandides sdo formados como resposta 1mc1al a infecgio. Fortes |
evidéncias sugerem que a esterificagdio de fendis de parede celular seria um faxo
comum na expressdo de resisténcia (Fry, 1986). Alem disto, a acumulagio de
fendis polimerizados ocorreria como uma resposta raplda a infecciio (Farmer, |
1985). Uma resposta comum seria a esterifica3o e 4cido ferrillico da parede
celular do hospedeiro, e tem sido sugerido que as ligages cruzadas de tais ésteres
fenilpropanéides levariam & formacgio de polimeros semelhantes a lignina (Fry, }
1986). O acido hidroxicindmico e¢ seus derivados |sdo considerados como
tecidos do hospedeiro,
er, 1985).

responsaveis pela descoloragiio e autofluorescéncia
evidenciados freqiientemente nos sitios de infecgio (F
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As reagdes de escurecimento enzimitico em tecidos de plantas foram
divididas em dois diferentes grupos referidos como: “escurecimento funcional” e
“escurecimento adventicio” (Bonner, 1957, citado por Harel, Mayer e Lemer,
1970). O escurecimento funcional ocorre durante o desenvolvimento normal da
planta ¢ o escurecimento adventicio acompanha a injiria celular, sendo de
importancia priméria no congelamento de péssegos, uma vez que, este processo é
responsavel por ativar as enzimas responsaveis pela reagio de escurecimento. As
enzimas oxidativas, especialmente a peroxidase e a polifenoloxidase, podem
causar o escurecimento nio apenas durante o armazenamento refrigerado de frutos
¢ hortalicas, mas, também, durante a retirada da refrigeragiio, ou diante de algum
tipo de injiria mecénica ou por patdgenos (Harel, Mayer ¢ Lemer, 1970).

A atividade inibitéria dos compostos fenélicos varia de acordo com a
dosagem, estrutura quimica e orgio afetado. Mudangas nos niveis dos mesmos,
apé6s a inoculagdo do patogeno, parecem estar associadas com a resisténcia do
tecido (Reid et al., 1992).

Em tomateiros, o metabolismo dos fenilpropandides desempenha um papel
essencial nas respostas ao fungo Verticillium albo-atrum. Constatou-se em
cultura de células de tomate, inoculadas com V. alho-atrum, um aumento no nivel
de fendlicos da parede celular, cinco vezes superior em relagdo as culturas
controles nio inoculadas (Bernards e Ellis, 1991).

Em folhas de milho, a infecgio fiingica também estimulou a sintese de
compostos fendlicos, com um rapido aumento nos niveis de atividade da enzima
acido 4-hidroxicindmico ligase (CoA-ligase) (Lyons, Wood e Nilcholson, 1990).

A resisténcia de plantas a infecgdo por varias espécies de Fusarium, é
conhecida por ser resultante da agio de compostos fenélicos (Reid et al., 1992).

Em plantas de milbo, apés infecgio com Colletotrichum graminicola,
Hammerschmidh € Nicholson (1977) observaram que os flavondides se
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acumularam mais rapidamente em linhagens mistentes do que em susceptiveis.
Resultados semelhantes foram obtidos em tuberculc?s de batata (Ampomah e
Friend, 1988). .

Outros mecanismos possiveis relacionados a mwténma a doencas seriam
as barreiras estruturais & penetragiio fisica, a inibiio de enzimas e toxinas dos
patégenos e a resisténcia a0 movimento de nutriemas,f!iégua, enzimas ou toxinas1
(Ride, 1978). | |

Muitas plantas sdo resistentes a varios ﬁmgos pamsntas Esta resisténcia
do hospedeiro pode ser passiva ou ativa (Ride, 1985 ciIado por Moerschbacher et
al,, 1990). Em alguns casos, barreiras fisicas ¢ quim;i;ms pré-formadas evitam,
indiferentemente, o desenvolvimento do fungo (Kolattulé'udy e Koller, 1983).

As respostas metabélicas gerais que associam a resisténcia natural de |
plantas e a resisténcia n3o induzida sio similares, se ndo, idénticas aquelas
associadas com a resisténcia sistémica induzida (Pan, Ye e Kué, 1989; Tuzun et
al., 1989; Ye, Pan e Kué, 1990). |

A susceptibilidade ou a resisténcia é detennin;a;,da ndo pela presenca ou j
auséncia de “genes de defesa”, mas pela rapidez &{u magnitude na qual a
informagZo genética é expressa (Pan, Ye e Kué, 1992). !

De acordo com Kurosaki ¢ Nishi (1984), as respostas de defesa das
plantas, além de serem reguladas por elicitores endogenos podem ser reguladas
também, por supressores enddgenos (ES), obtidos a parl:r de plantas sadias. Os 3
elicitores endogenos em cenoura, soja, feijdo, tomate e rabanete, induzem a
producdo de fitoalexinas e/ou proteinas associadas a Patogénese, o reforgo da
parede celular pela deposigio de lignina e acumulagio lde glicoproteina rica em
hidroxiprolina, assim como a produgdo de inibidores|de proteinase ¢ enzimas |
hidroliticas, tais como quitinases e glucanases (Doherfy, Selvendran e Bowles,
1988; Ouchi, 1991). '
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A iniciagio de todas estas respostas requer a percepcdo de simais
apropriados pelas células das plantas e suas transmissdes para sitios especificos
de ativagdo. Os passos individuais, nesta seqiiéncia de eventos, sio dificeis de
serem estudados em sistemas intactos de plantas/patégeno. Eles incluem processos
localizados, assim como processos sistémicos, que ocorrem em diferentes periodos
de tempo apés a inoculagio (Scheel et al., 1986).

Uma série de sinais podem estar envolvidas nas respostas sistémicas. A
evidéncia €, primeiramente, baseada tanto na transmissio temporal dos sinais
quanto na natureza das respostas. Em folhas de tomate injuriadas, o sinal que
induz a sintese de inibidores de proteinase requer cerca de 90 minutos para ser
uansmiﬁdodoferimentopaxaascéhﬂaslowlimdasforadaérwfeﬁda (Nelson et
al,, 1981, citado por Ryan, 1983).

Fragmentos de polissacarideos ou oligossacarideos e glucans, os que
podem ser formados a partir da deposigio da calose, estimulada por injiiria
mecinica, e podem atuar como elicitores (Keen e Yoshikawa, 1983).

Estes oligossacarideos sio uma pequena cadeia de residuos de aglicares
interconectados por ligagdes glicosidicas. Alguns oligossacarideos selecionados
(oligossacarinas) podem, em concentragdes muito reduzidas, exercer efeitos
sinalizadores nos tecidos de plantas (Aldington e Fry, 1993).

Algumas oligossacarinas também tém sido consideradas como elicitores,
induzindo respostas que podem atuar na resisténcia de plantas a doengas, tendo
sido evidenciado também, seu efeito no crescimento e no desenvolvimento do
patogeno (Fry et al., 1993).

Um componente comum dos sinais transmembrana na defesa dos
patogenos de muitas plantas parece ser um aumento na concentracdo de cilcio
(Knight et al., 1991; Renelt et al., 1993). Em células de plantas, assim como em
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de animais, os niveis de calcio citosélico s3o baixos e controlados com rigidez
(Alexendre, Lassalles e Kado, 1990).

Estudos em plantas de feijéio ¢ tabaco “in vitro” evidenciaram também que o
peréxido de hidrogénio liberado durante as reagdes oxidativas, estimuladas pela
elicitagfio com um oligogalacturonideo, atuou como unta barreira i penetragio do |
patogeno, uma vez que se ligou as proteinas soh’xveiJ33 a 100 Kda de parede i
celular, desempenhando um importante papel conn'a%x infeccdo microbiana !
(Bruce e West, 1989; Bradley, Kjellbom e Lamb, l992;§ :Peng ¢ Kue, 1992; Lange, |
Lapierre e Sandermann, 1995). '

A produgio de fitoalexinas, compostos microbianos de baixo peso

molecular, sintetizados e acumulados em plantas apés L’ exposi¢io das mesmas a
microrganismos, especialmente fungos, é mais um Mmo de defesa que
confere a resisténcia das plantas as doengas (Paxton, 1981; Albersheim e Valent,
1978). -

2.5.1 Respostas fisicas i

i
A habilidade inerente aos tecidos vegetais de fd'hnarem barreiras fisicas
a0 redor de injirias ou de tecidos injuriados, é consideﬂ:j‘do COmMO Uma expressio
de resisténcia a doencas ou limitagfio do alastramento do patogeno dentro das
plantas. As barreiras incluem papilas, deposicio de calose, suberina, silicone,
lignina e calcio (Banko e Helton, 1974; Stockwell e Hanchey, 1985).
Estudos evidenciaram que a deposigio de calose;:finduzida imediatamente

apés a injiria mecanica em feijio, apresentou um aumento nas primeiras 6 horas,
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sendoasegtﬁrmbsorvidalentamemeatéonivelzero,u'&sdiasapésotecidoter
sido injuriado mecanicamente (Takahashi e Jaffe, 1984).

A formagdo de papilas tem sido também observada, sendo efetivas no
bloqueio da penetragiio fiingica, em células hospedeiras (Bell, 1981).

Segundo Aist (1976), muitas correlagdes existem entre a producdo de
papila e a resisténcia a penetragdo fingica.

Em gramineas, a formagdo de papilas entre a parede celular e a
membrana plasmética, assim como a lignificagio da superficie externa da parede
celular, parece importante para a resisténcia (Politis, 1976). As papilas sdo, desta
forma, um importante componente de resisténcia, sendo formadas, provavelmente,
por outros materiais além da calose € celulose, (Bell, 1981).

Além das papilas, halos também podem ocorrer. Estes foram
evidenciados em folhas e cotilédones de aveia, em resposta a penetragio por
fungos nio patogénicos (Ride e Pearce, 1979).

Portanto, as defesas de plantas contra microrganismos consistem de uma
variedade de barreiras pré-formadas e respostas bioquimicas. Numerosos
metabdlitos secundarios tdxicos, usados como barreira quimica, sdo sintetizados
em concentragdes suficientes. Materiais estruturais como a cuticula e a parede
celular sdo barreiras fisicas efetivas a invasdo. As plantas também produzem uma
variedade de polissicarideos que sio secretados para a parede celular e para o
meio extracelular em resposta a intrusio do patogeno (Valluri e Soltes, 1990).

A calose tem sido ocasionalmente, observada em tecidos injuriados como
resisténcia do hospedeiro. E formada por B1-3 glucan, podendo estar associada a
outros compostos, tais como: lignina, proteina e fosfolipideos, sendo resposta ao
estresse (Brown, 1989).

Em relagdo a lignina, esta é um dos mais abundantes biopolimeros de
fenol, formada principalmente pela condensacio de radicais livres de alcool
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hidroxicinamil. E resistente a degradacdo por mu:l:os microrganismos, sendo‘
conhecida, por ser formada comumente como resposta A penetragio microbial ¢ |
danos mecénicos (Bell, 1981). §f

O termo lignina é usado para designar um érupo de substincias com |
unidades (bésicas) semelhantes, cuja estrutura qm‘mxca:e muito complexa ¢ ainda
ndo muito bem definida. Butler e Bailey (1973), refenram-se a lignina como um
polimero, 3-metoxi-fenil-propenol e 3,5-d1-metox1~f§mlpropenol, ligados em |
proporgSes variadas ¢ em seqiiéncia casualizada, griginando assim, grande
variedade de produtos, o que dificultaria a sua exata; gdeﬁmt,mo A maioria dos
vegetais superiores contém, pelo menos, alguma ﬁ'at;ao de lignina, havendo
variagbes no seu conteudo de 4 a 12%. Em forragens mais fibrosas, sua
percentagem pode chegar a 20% da matéria seca, sendo la fragdo menos digestivel
desta (Silva, 1981). §

Em plantas primitivas, a rota principal que levafa biossintese de lignina ¢

ao tanino condensado, ocorre a partir da protoclamdmaJ No curso da evolugdo, a
lignina perde sua importéncia como um produto ﬁnal ¢ o intermediario acido
hidroxi-cingmico pode ser usado para outros proposntom A maior importéncia da
- lignina ¢ a protecio contra herbivoros e patégenos e, ,caractensucamente estes
derivados do acido caféico t8m sido indicados por ,gpmutarem fungdo de
protecdo. Sua biossintese pode ser induzida pelo amque de fungos ou de
herbivoros, de forma similar. A concentragiio d&stes:%compostos pode mudar
rapidamente, uma vez que o conteiido de acido clorééédw, por exemplo em
Coffea, apresenta uma taxa de “turnover” de 100%;§em apenas quatro dias
(Molgaard ¢ Helle, 1988).

As enzimas chave na sintese de lignina sio i ina amdnia-liase
(FAL), ¢ tirosina amdnia-liase (TAL), responsév?s pela conversdo da

fenilalanina e tirosina em 4cido cindmico e é?ido 4-hidroxicinimico,

21




respectivamente; icido cinfmico 4-hidroxilase (CAH), que converte o acido
cinimico em 4cido hidroxicindmico; 4cido caféico o-metil transferase que
adiciona grupamento metil as hidroxila C-3 ¢ C-5 dos 4cidos caféicos e 5-
hidroxifernilico, respectivamente; e peroxidase (POD), que polimeriza os alcoois
hidroxicinamil (Legrand, Fritig e Hirth, 1976).

A peroxidase anionica, localizada na parede celular, é conhecida por ser
responsavel pela biossintese de lignina, baseado na sua afinidade com os &lcoois
cinamil, (Lagrimini, 1987). A lignificagio e suberizagdo de tecidos feridos
catalizados por uma peroxidase tém importantes implicagdes na cura de
ferimentos e na resisténcia a doengas (Espelie, Franceschi e Kolattukudy, 1986).

Os precursores de lignina ou dos intermedidrios produzidos pela planta,
de baixo peso molecular, poderiam atuar como elicitores da sintese de lignina. O
alcool coniferil, por exemplo, pode complexar-se com as proteinas ricas em
hidroxiprolina e com carboidratos, ao passo que o acido fernilico pode
complexar-se com carboidratos (Vance, Kirk e Sherwood, 1980).

A quitina, presente na parede celular de fungos, pode atuar como matriz
para a lignificac8o. Conseqiientemente, ¢ possivel que os precursores de lignina
reajam com a parede de fungos, e os polimeros de membrana ativem o sistema de
reconhecimento ou bloqueiem sua ativagio por outros compostos (Vance, Kirk e
Sherwood, 1980).

Os precursores de lignina de certos grupos de plantas, podem complexar-
se mais prontamente com parede quitinizada de fungos (ascomicetos e
basidiomicetos) do que com as paredes niio quitinizadas (comicetos) (Vance, Kirk
e Sherwood, 1980).

A lignina forma ligag3o covalente com a celulose, pectatos e proteinas
estruturais, quando sintetizada na presenca destes compostos.
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Ride (1980) sugeriu que 5 vias para a lignificag3io poderiam interromper
o crescimento do fungo através do tecido da planta: 1iia lignina faria com que a
parede celular se tornasse mais resistente a penetragan mecinica, uma vez que
aumentaria a resisténcia da parede is forgas ocorndas:no ponto de penetragio do .
fungo; 2. a lignificagio da parede celular no ponto de penetracao poderia torna-la
resistente a dissolugio pelas enzimas fingicas. Fnend (1976) postulou que a
esterificagdo dos polissacarideos da parede celular .com derivados do 4cido
cindmico poderia alterar, convenientemente, os pohssamndeos. O écido fernilico |
e o alcool coniferil poderiam ser ligados covalentemente a glicoproteinas de
parede celular (Writmore, 1978) e ligninas, protegendo os sacarideos de parede
celular dos sacarideos fiingicos; 3. a lignificagio da parede poderia restringir a
difusdo de enzimas e toxinas dos fungos para o hospedéiro e de dgua e nutrientes j
do hospedeiro para o fungo, levando-o a morte por mani¢do; 4. alguns |
precursores fendlicos de lignina de baixo peso molecular e de radicais livres
produzidos durante a polimerizagdo, apresentam atmdade anti-fingica, podendo
inativar as membranas fingicas, enzimas, toxinas ¢ elicitores. 5. o dpice da hifa
poderia se tornar lignificado e perder a plasticidade neoigsséﬁa ao crescimento. O
micélio poderia absorver lignina ¢ paredes fiingicas Wo quitina, celulose e -
proteina rica em hidroxiprolina, que servem como mar.mm para a polimerizagio
dos precursores de lignina (Writmore, 1978). ‘;

Algumas evidéncias mostraram claramente qﬁe a lignificacdo protege
tanto as paredes celulares quanto as papilas da dlgesté',o por enzimas fiingicas. |
Papilas lignificadas e halos de aveia apresenta:am-sé altamente resistentes a
degradagio por uma mistura de enzimas de 14 espéci&é de fungos (Ride, 1980).
Tal resisténcia foi aparente durante 12 horas apés a inbmﬂaqéo, evidenciando a i
importincia de pequenas concentragdes de lignina. Entrémmo, quando foi feitaa
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exhagﬁodeﬁgnhapmmﬁenapapﬂaoumpawdecelular,woneuadig&sﬁoda
mesma pela mistura de enzimas fiingicas (Ride e Pearce, 1979).

A especificidade da lignificagdo reside, mais provavelmente, na operagdo
de elicitores e receptores de nio ligninas em eventos de reconhecimento, que
levam a inducéio da lignificagdo. Conseqiientemente, os produtos da lignificac3o
ndo necessitam reagir especificamente com componentes dos fungos ou dos
hospedeiros, para que ocorra a especificidade. Evidéncias de experimentos de
protecdo induzida indicam que, quando o potencial de lignificagdo é induzido, o
mecanismo ¢ efetivo nfo apenas contra patégenos incompativets, mas também
contra patogenos compativeis (Vance, Kirk e Sherwood, 1980).

A indugdo da lignificacio em trigo parece quase especifico para
filamentos fiingicos (Pearce ¢ Ride, 1978). Fungos saprofiticos e patogénicos
induzem a lignificag3o; ja levedos e bactérias sio fracos elicitores. Isto sugere que
microrganismos taxonomicamente relacionados podem atuar de forma
diferenciada como elicitores. Similarmente, Lisker e Kué (1977) observaram que
produtos de oomicetos diferem daqueles de ascomicetos na indugdo da produgdio
de terpenoides em batata.

Em trigo, foi evidenciado que os tecidos formados durante a cura de
células injuriadas sintetizavam lignina (Adirkaram et al., 1992).

Aligninafonnaligagﬁso&stemcomospolimerosdeécidosgmxospara
apmduqﬁodesubeﬁna,deformasimilaréquelasooorridasnacuﬁnaparaa
producdo de suberina. Células suberizadas sio raramente penetradas por
patogenos (Kolattukudy, 1980).

Quando as plantas so injuriadas elas formam uma “periderme de
ferimento” que as protege. Este processo de suberizagio resulta na formagéo de
varios polimeros de lipideos, suberina e fenélicos, parecidos com a lignina, na
deposicio da parede celular. O modelo proposto por Kolattukudy e Espelie
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(1985) inclui a ligagdo ester aril-alquilas entre os acidos, sendo estas as ligagdes
inter-moleculares mais freqiientes. T

A suberizagio também parece estar envolvida : adaptagdo das plantas a
certas condicdes de estresse. Ela sela os feri s de orgdos subterrdneos
(Kolattukudy e Dean, 1974), assim como em frutos ¢ ﬁl>lhas (Dean ¢ Kolattukudy,
1976). A chamada lignina de ferimento formada em r%posta a injiria em muitos
casos, pode ser de fato suberina (Kolattukudy, 1981). |

A Dbiossintese de componentes aromiticos c:le suberina provavelmente
segue a mesma via estabelecida para a lignificagio (GToss, 1977).

A suberizacdo provavelmente envolve a polimerizagdo de monSmeros
aromdticos catalizados por peroxidases. Durante a ;§uberizat;§o, os acidos -
hidroxioleicos sdo oxidados a seus correspon f acidos dicarboxilicos. A
deposigio destes compostos alifiticos de suberina inicja-se cerca de 3 dias apés o
ferimento, endo sido observado que durante o 52 ¢ 6° dia ha uma deposicio mais
rapida. O processo é completado em tormo do @9 dia apdés o ferimento
(Kolattukudy e Dean, 1974). |

Aparentemente, algum sinal quimico geradofipelo ferimento de tecidos
vegetais, € o responsavel pelo desencadeamento da suberizagio. A deposicéio de
suberina esti freqiientemente associada & renovagdo dr divis3o celular, durante a
formagdo da periderme do ferimento (ferimento do cortex), nas superficies
injuriadas. Ceras associadas a polimeros de suberina|sdo as maiores barreiras a
perda de 4gua dos tecidos injuriados (Brown, 1989). |

Em tecidos de raizes de cenoura feridos e i

s por Botrytis cinerea,
evidencioﬁ-se a formagdo de barreiras a partir de sul ina e lignina, apds 2 ¢ 6
dias, respectivamente (Harding e Heale, 1980). ‘
de células feridas ¢

cita (Brown, 1989).




Pesquisas evidenciaram a reducdo significativa da infestagio de citrus
(Brown, 1973), e magds (Lakshminaraya et al., 1987), por Penicilium sp, quando
as injurias superficiais se toaram lignificadas. Em raizes de cenoura injuriadas
e inoculadas com fungo (podridéio aguosa), constataram que a presenga de lignina
e suberina estava envolvida na resisténcia; entretanto, a presenca de substincias
antifingicas foi mais significante na promogdo de resisténcia (Garrod et al.,
1982).

Em plantas de pepino, observou-se que a resisténcia ao fungo
Cladosporium cucumerium, se correlacionava diretamente com a deposi¢iio mais
rapida de lignina, quando comparadas as plantas susceptiveis. O papel da
lignificacdo, como uma resposta geral de defesa, tem também evidenciado que a
resisténcia sistémica, induzida no pepino, estava associada com o aumento da
deposigdo de lignina nos sitios de penetragio (Bar-Nun ¢ Mayer, 1990).

A especificidade da lignificagfio induzida é dirigida pelo potencial
genético dos microrganismos para induzir a lignificagdo e pelo potencial genético
de plantas a resposta (Vance, Kirk e Sherwood, 1980).

Evidéncias obtidas a partir de experimentos de lignificagdo sugerem que
mais de um elicitor pode interagir com um simples receptor de membrana, ou que
dois ou mais receptores podem, independentemente, ativar um dado mecanismo de
resisténcia. Por exemplo, a quitina, um constituinte normal da parede dos fungos
ascomicetos e basidiomicetos (Bartnicki-Garcia, 1968), elicita a lignificagdo de
folhas de trigo. Paralelamente, um produto de Botryfis cinerea, provaveimente,
ser um componente da mucilagem que elicita a lignificagio em trigo em dosagens
menores do que a quitina. Portanto, ou o trigo possui um vunico receptor capaz de
induzir a lignificagdio, o qual pode ser ativado por dois elicitores distintos, ou o
trigo possui dois receptores que estdo associados com a lignificacdo. Esta
evidéncia fornece um forte argumento para a existéncia de miltiplos receptores de
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elicitores. E possivel que um receptor possa se hgTr a diferentes elicitores com
diferentes eficiéncias. Isto poderia regular variat;ﬁ’es quantitativas na taxa de
infecgdio ¢ tamanho da leséio (Vance, Kirk e Sherwood, 1980; Miller, 1989).

A supressdo da lignificagdo pode servir oomcL‘zum mecanismo para induzir
a susceptibilidade. Produtos de um patégeno comp vel podem atuar blogueando
sitios dos receptores para a inducio da hgn:ﬁwqﬁo Produtos fiingicos,
alternativamente, podem se ligar aos polimeros de parede celular do hospedeiro,
os quais, normalmente, formam a matriz para a deposi¢io da lignina, e bloquear a
lignificacio. Em outras doengas onde os patogenos compativeis induzem a
lignificagdo, estes podem metabolizar ou tolerar os i idrios da lignina no
ponto de crescimento do fungo (Vance, Kirk e Sherwood, 1980).

|
2.5.2 Respostas quimicas

2.5.2.1 Fenilalanina aménia-liase (FAL)

A fenilalanina aménia-liase (FAL; EC.4.3.1.5) ¢ a primeira enzima da
biossintese dos compostos fenélicos, em plantas suWores, sendo uma ponte
entre o metabélito primario, a fenilalanina, e o metabéhto secundario. A enzima
FAL cataliza a reagfio de sintese do acido cmﬁmico pela conversdo da L-
fenilalanina em acido cinfimico, com a liberagdo de luma molécula de amdnia
(Stafford, 1974; Hanson e Havir, 1981). .

Segundo Giacomin e Szalay (1996), a inducdo da taxa de sintese da FAL
esta relacionada a sintese do mRNA, mas a con tragd da enzima ativa é
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dependente nio apenas da taxa de sintese, mas também da taxa de inativagio da
enzima.

O incremento da atividade da FAL tem sido apontado por ser um
indicador de elicitagio. O elicitor induz a sintese “de novo” da enzima,
aumentando, conseqiientemente, o fluxo através de um passo regulatério chave,
acarretando o aumento de fitoalexinas isoflavondides e da biossintese de fenélicos
de parede celular, como por exemplo, a lignina. O incremento da atividade da
FAL, dependente de elicitor, ¢ precedido pelo aumento da transcrigio de alguns
dos genes da FAL (Bolwell et al., 1991).

Trabalhos prévios indicaram que os genes da FAL eram estimulados por:
ferimentos, exposigdo a elicitores (microbianos ou abiéticos), exposi¢io a luz
ultra-violeta, assim como pela exposigiio a patdgenos microbianos (Hahlbrock e
Scheel, 1989).

Foi evidenciado que a lignificagdo induzida ao redor do sitio de
penetracdo de indculo, ou no centro de infecgdo, era, geralmente, acompanhada
pelo aumento da atividade da FAL, TAL e o-metiltransferase. O aumento da
atividade destas enzimas ocorria em decorréncia da indugfio da biossintese da
lignina, o que poderia refletir na ativagio ou indugio do complexo multi-
enzimatico associado a sua biossintese (Maule e Ride, 1976).

Em folhas de alface, Ke e Saltveit (1989) constataram que o ferimento
induziu a alta atividade da FAL nas células localizadas até 2,5 cm de disténcia do
sitio de ferimento, sugerindo a existéncia de um sinal para a sua indugio, que
provavelmente seria transmitido do ferimento para os tecidos nio feridos.

Ja em folhas de trigo infectadas com o fungo responsavel pela ferrugem,
segundo Southerton ¢ Deverall (1990), o aumento inicial dos niveis da FAL

poderia estar associado com uma expressdo de resisténcia.
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Em tecidos feridos de batata, de acordo com Borchert (1978), ndo havia
divida de que o ferimento era responsével pela induclﬁo da ativagdo da biossintese
dos fenil propanéides, incluindo a biossintese da FAL, sendo um pré-requisito
necessdrio para a biossintese de acido clorogénico e de componentes fendlicos da
suberina (materiais ligniceos).

Em segmentos de peciolos de tomate in idos com Verticilium albo-
atrum observou-se que a parede celular dentro do sistema vascular era recoberta
por um material previamente sintetizado, dependente da FAL. O material de
cobertura foi reportado como sendo parecido com a ‘gmna, formado a partir de
um polimero alifatico, contendo um material fendlico derivado da sintese “de

novo”, do metabolismo dos fenilpropandides. Verificou-se também que as

suspensdo, ¢ posteriormente inoculadas com o mesmo fungo, apresentavam
elevagio da atividade da FAL. Uma induclio marcapte da FAL em cultura de
células de tomate, diante da inoculagio de fungp, foi acompanhada pela
acumulagio do mRNA da FAL (Bernards e Ellis, 1991).

Em vaérias outras intera¢des entre patogeno e \'ospedeiro, foi evidenciado
o aumento da atividade da FAL, tendo sido associado, ‘também, com a produgdo
de fitoalexinas (Zzhringer, Ebel e Grisebach, 1978; Dixon € Lamb, 1979).

O controle da atividade da FAL na produgiio|'de fitoalexinas, durante a
interagdo planta-parasita, tem sido debatido em decorréncia dos danos mecénicos

mesmas células de peciolo de tomate, quando fom;:multivadas em cultura em

também estarem associados ao aumento da atividade/da FAL (Cam e Towers,
1973).

Além da elicitagdo por injirias e ou patdgenos, |0 tratamento de tecidos de
plantas com etileno aumentou, também, a atividade da FAL e de pelo menos mais
3 enzimas envolvidas na biossintese de lignina, isto é:|FAL, acido 4-hidroxilase
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cindmico, 4cido-CoA ligase cinimico e peroxidase associada a parede celular
(Ridge, 1975).

Em células de tecidos foliares de alface (Lactuca sativa L.), o aumento
da atividade da FAL induzida pelo ferimento ocorreu mais rapidamente do que a
induzida pelo etileno, o que levou os autores a concluirem que a atividade da FAL
induzida pelo ferimento nio era decorrente da produgdio de etileno induzida pelo
ferimento, mas era conseqiténcia do préprio ferimento (Ke e Salveith, 1989).

Em trabalho realizado com folhas de duas linhagens de trigo, infectadas
pelo fungo responsavel pela ferrugem de folhas, observou-se que a atividade da
FAL declinou rapidamente entre 20 ¢ 24 horas apds a inoculagdo, sugerindo
ocorrer também um processo de inativagiio da enzima (Southerton e Deverall,
1990).

Acredita-se que o efeito inibitério da atividade da FAL possa estar ligado
ao requerimento do calcio em vias metabélicas (Bolwell et al., 1991)

2.5.2.2 Peroxidase (POD)

A peroxidase (E.C. 1.11.1.7, POD, hidrogénio perdxido oxiredutase) é
uma enzima amplamente distribuida nas plantas superiores, estando associada a
varias fungSes metabélicas primarias e secunddrias (Lagrimini, 1991; Siddiq,
Sinha e Cash, 1992).

A peroxidase catalisa a oxidagio de alguns compostos aminicos
aromaticos de certos fendlicos na presenga de H,0,, com posterior formagio de
polimeros escuros, tendo sido reportado por Balls e Hale (1934) a necessidade
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como substrato de dois (ou mais) anéis de benzend' substituidos, sendo orto ou
para.

Desta forma, a peroxidase atua catalisand @a polimerizacdo de alcoois
cindmicos, associados 4 parede celular (Harkin e Obst, 1973).

Peroxidases de parede celular podem taml m catalisar a formagdo de
ligacGes covalentes entre o alcool coniferil e o dcido fermilico assim como com os
carboidratos ou proteinas da parede celular (Whim'lor:l:m).

Na parede celular, a peroxidase ¢ | por desempenhar papel
chave na plasticidade (Zheng e Van Huystee, 1992), atuando como reguladora do
crescimento celular. Ela também catalisa as m itmc.c“)esdasmter-com:ot;t'i&s
entre macromoléculas, envolvendo a lignina, h icelulose, glicoproteinas e
moléculas aromaticas, tais como o dcido fernilico € a tirosina (Talbott ¢ Ray
1992), estando desta forma envolvida na resposta II estresse, assim como no
mecanismo de defesa contra patégenos (Sherfe Kolattukndy, 1993).

A lignificagdo e o espessamento da parede celular sd0 respostas bem
conhecidas de defesa das plantas aos patogenos, particyi aos fungos.

Pesquisas evidenciaram um aumento de duas Vezes na atividade total da
peroxidase durante a lignificagiio (Abeles e Biles, 1991).

Nos trabalhos iniciais, realizados por Balls & Hale (1934) em tecidos
injuriados de mag3s, constatou-se a capacidade de es ureci dos tecidos na
auséncia de ar, diante da adi¢io de H,0, Este escurecimento foi entiio, atribuido a
acdo da peroxidase. Posteriormente, Reyes ¢ Luh (1960) caracterizaram a POD
em péssegos, relacionando-a com as reagdes de escurecimento.

O estudo da POD durante o processo de amadiirecimento, em um grande
numero de frutos, foi realizado posteriormente. Haard (1977) revisou os papeis
fisiologicos da POD na pés-colheita de frutos ¢ hortalicas, com énfase na
biossintese de lignina ¢ metabélitos de estresse.
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Siddiq, Sinha e Cash (1992), evidenciaram serem glicoproteinas e estarem
localizadas intracelularmente, nos tecidos vegetais. Estudos com a utilizacfio de
técnicas histoquimicas também evidenciaram a presenga da peroxidase nos
vaciolos, no tonoplasto, na plasmalema, assim como associada a parede celular
(Van Huystee e Zheng, 1993), podendo, também, se encontrar solubilizada nos
espagos intercelulares (Mader, 1976).

Segundo Haard e Marshall (1976), a peroxidase esta presente em tecidos
de plantas nas formas soliivel, ionicamente ou covalentemente associada. Com
relagio as suas fungdes, em estudos envolvendo péssegos, observou-se que as
mesmas poderiam ser acidas e basicas (Abeles e Biles, 1991). As peroxidases
acidas se localizam na parte interna da parede celular (Espelie, Franceschi e
Kolattukudy, 1986), ¢ estiio associadas com o processo de suberizagiio (Abeles e
Biles, 1991), tendo sido estudadas em amendoim, algodio e milho (Kim et al,
1988). As peroxidases bisicas foram evidenciadas por estarem associadas a
lignificagdo em cultura de células foliares de péssegos (Bruce e Galston, 1989).

Durante a lignificacfio, constatou-se 0 aumento nas concentragdes, assim
como na diversidade das isoenzimas peroxidisicas basicas. Entretanto, existem
outras enzimas envolvidas na producfio de precursores de fenilpropandides, que
desempenham um papel de maior importincia no controle da formago de lignina
(Abeles ¢ Biles, 1991).

De acordo com Zheng e Van Huystee (1992), existem evidéncias de que
varias peroxidases anifnicas fazem parte do sistema de defesa ativa de plantas,
- como demonstrado em tabaco ¢ amendoim. Ja as peroxidases cationicas, regulam
o alongamento celular dos segmentos de hipocétilo de amendoim, catalisando as
ligagBes cruzadas de compostos fendlicos de parede. Gaspar et al. (1985),
sugeriram haver um papel interdependente das peroxidases acidas e basicas no
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fortalecimento da parede celular em resposta a diferentes estimulos fisicos e

quimicos.

Uma série de pesquisas evidenciaram a presenga de POD em plantas. Em
tecidos excisados de medula de tabaco, foi observado durante as reagoes de
escurecimento enzimatico, a sintese de uma isoenzima da peroxidase aniénica. A
reacdo de escurecimento, constatada em plantas injuriadas, ¢ conseqiiéncia da
deposi¢do de 4cidos polifendlicos, que podem se ligar as proteinas, e a outros
constuintes da parede celular (Lagrimini, 1991).

Foi observado que o ferimento de cotilédones, levou a indugio de
peroxidases anidnicas ¢ & deposigdo gradual de polimeros fenélicos de parede
celular, particularmente na camada de células imediatamente abaixo da superficie
ferida. Dentre as varias peroxidases induzidas pelo ferimento, trés bandas
anionicas especificas se correlacionavam com a deposi¢io de polimeros de
fenolicos (Graham e Graham, 1991). |

Bell (1981) observou que, as peroxidases moderadamente anidnicas
estavam presentes em grandes concentragdes, em resposta a ferimentos. As
peroxidases altamente aniGnicas estavam associadas & parede celular de células ¢
atuavam na polimerizagdo de alcoois sinamil “in vitro™.

Com relagdo as isoperoxidases catidnicas, estas sdo isoenzimas induzidas
diante de uma injuria ou doenga. Isoenzimas catidnicas de milho (Zea mays), por
exemplo, apresentaram éumento, em resposta a injuria provocada por corte ¢
infecgdo fingica (Birecka, Catalfamo ¢ Urban, 1975). Em rabanete (Raphanus
sativus), uma isoperoxidase catiénica tem sido sugerida como sendo a primeira
1soenzima envolvida na regulagdo da formagdo da lignina em resposta a doenga
(Ohguchi € Assada, 1975). Resultados semelhantes foram obtidos em grama
(Phalaris arundianacea L.) por Vance, Anderson e Sherwood (1976).
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Peroxidases acidas ou anifnicas estio fregilentemente associadas com a
lignificagdo ¢ a suberizagdo (Goldberg, Imberty e Chu-Ba, 1986), ao passo que
as isoenzimas bisicas ou catifnicas, catalisam uma variedade de reagdes
associadas com as ligagdes cruzadas oxidativas entre os polissacarideos e as
proteinas de parede (Van Huystee e Zheng, 1993), € parecem estar envolvidas no
controle do crescimento e alongamento celular (Gaspar et al., 1985; Van Huystee
¢ Zheng, 1993).

Qutro aspecto associado & complexidade dos papéis das isoenzimas
peroxidases € a variagdo da localizagiio das peroxidases anidnicas e catiénicas.
Em estudo realizado “in vitro”, evidenciou-se que algumas peroxidases cati6nicas
ocorriam no meio de cultura e no citoplasma, ao passo que muitas peroxidases
anidnicas ocorriam na parede celular (Zheng e Van Huystee, 1991).

A atividade da peroxidase em plantas doentes e seu efeito na resisténcia
ou susceptibilidade, em muitas interages patdgeno-hospedeiro, assim como o
papel da peroxidase nas reagdes de defesa das plantas resistentes, tem sido
bastante estudado.

Investigages evidenciaram que a atividade da peroxidase é uma marca
bioquimica que pode ou ndo ser um mecanismo de resisténcia, mas pode ser
usada para predizer a resisténcia a doencas. Em estudos realizados com 12
cultivares de tomates e 4 de meldes, de linhagens cultivadas, foi observada uma
alta correlagdo entre a atividade da peroxidase em frutos ndo infectados ¢ a
resisténcia ou susceptibilidade a Verticillium dahliae ou Sphaerotheca fuliginea
(Reuveni et al., 1992),

Uma prova da atuacdo da peroxidase na resisténcia de plantas a doengas
€ o seu envolvimento na oxidagdo de fendis, propiciando a formagdo de lignina,
que, por sua vez, aumentaria a resisténcia fisica da parede celular, dificultando a
penetragdo (Vance e Sherwood, 1976).
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Em trabalho realizado com folhas de pepino;iobservou-se que a atividade
de vérias isoenzimas peroxiddsicas aumentava em oerca de trés vezes quando
eram inoculadas com fungos, bactérias ou virus (Ryan, 1983).

Na interagdo entre o fungo responsavel pela! ferrugeni e plantas de trigo,
constatou-s¢ 0 aumento da atividade da peroxidase durante a resisténcia a
doengas (Southerton e Deverall, 1990). 3

Em experimento realizado com frutos de tomate foi evidenciado que tanto
nas cultivares resistentes quanto nas susceptiveis, a atividade da POD aumentou
marcadamente 24 horas apés a inoculagdo do patégeno, nio tendo sido observado
diferengas significativas entre os dois tipos de plantas. A atividade da POD
alcangou um maximo, 72 horas apés a inoculagio. Foi observado que a atividade

da POD foi maior nas areas bem proximas & regifio necrética, formada 100-120
horas apés a inoculagdo, tanto em plantas i 1 susceptiveis quanto em
resistentes, decrescendo marcantemente em célul 1 localizadas a 2 cm de
distancia (Bashan, Okon e Henis, 1987). :

Em plantas de meldo, a atividade da pe: “dase esteve positivamente
correlacionada com os varios niveis de resisténcia a: infecgdo com P. cubensis
(Reuveni et al., 1992), |

Graham ¢ Graham (1991) constataram a si de uma isoenzima
peroxidasica anidnica em tecidos excisados de medula de tabaco, assim como em
cotilédones feridos, durante as reagdes de es i :

Portanto, mudangas na atividade das isoenzimas peroxidases, como
conseqiiéncia de diversos tipos de estresses ou de' variagdes nas condicdes
fisioldgicas, tem sido bem documentadas, tendo sido] demonstrado uma relagio

sequencial entre isoenzimas basicas e acidas.
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2.5.2.3 Polifenoloxidase (PFO)

A polifenoloxidase (monofenol dihidroxifenilalanina monoxigenio
oxiredutase: E. C. 1.14.18.1: PFO), também conhecida como fenolase, fenol
oxidase, catecoloxidase e tirosinase, é amplamente distribvida nas plantas
(Wesche-Ebeling ¢ Montgomery, 1990).

Segundo Whitaker (1972), as reagdes oxidativas, associadas com um
escurecimento indesejavel de tecidos danificados de frutos e hortalicas frescos,
sio catalisadas pela enzima polifenoloxidase (PFO). A enzima estd
provavelmente presente em todas as plantas, mas sua atividade ¢ particularmente
alta naquelas que contém significantes niveis de compostos fenélicos.

A PFO catalisa a formagio de quinonas altamente reativas, que reagem
com grupamentos amino ou sulfidril de proteinas ou enzimas. Estas reagdes
levam a2 mudangas fisicas e quimicas aiterando o conteiido nutricional do vegetal,
€ em muitos casos, a inativagdo de enzimas, incluindo a prépria PFO (Anderson,
1968).

A enzima tem sido indicada como a responsavel por mmitas reacSes de
escurecimento durante 0 manuseio, armazenamento ¢ processamento de frutos
(Mayer ¢ Harel, 1979; Bower e Cutting, 1988), assim como reagdes oxidativas
associadas com o escurecimento e descoloragio indesejaveis em muitos tecidos de
frutos e hortalicas frescos injuriados (Luh e Phithakpol, 1972; Siddiq, Sinha e
Cash, 1992).

As reagSes de escurecimento podem afetar tanto o aspecto nutricional
quanto a aparéncia de frutos ¢ vegetais (Joslyn e Ponting, 1951), podendo
também, levar 4 perda da cor em tecidos contendo antocianinas (Co ¢ Markakis,
1968) .
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Com relagéo & localizagdo intracelular da PFO, em folhas de cha e em
tubérculos de batata, constatou-se que a l enzima se localizava,
predominantemente, nos tilacdides dos cloroplastos. ‘Por outro lado, em folhas
jovens e em folhas adultas de cana de agiicar, a; PFO foi evidenciada nos
peroxissomas (Flurkey e Jen, 1978). |

Em péssegos, a PFO tem sido descrita como lllma proteina de membrana,
que ¢ ativada ou pela ruptura da membrana ou ‘pela atuagdo de enzimas
proteoliticas (Sanchez-Ferrer, Bru ¢ Garcia-Carmona, 1989). Com relagio 4
localizagdo, foi observado que a PFQ estava pres‘gnte tanto nos tecidos do
endocarpo quanto no mesocarpo, estando mais ﬁnnemente associada ao
endocarpo (Abeles ¢ Biles, 1991). |

Muitas formas de PFO tém sido isoladas de uma série de fontes,

diferindo, marcantemente, no peso molecular (Wissemann e Lee, 1981).

Em preparagdes de PFO em tecidos de pés ‘Lo (Prunus persica Batsch
cv. Redskin) Wong, Luh e Whitaker (1971) e Flurkey e Jen, (1980).evidenciaram
muitas formas de isoenzimas

No que diz respeito as reagdes de escurecimento, estas ocorrem em
muitos frutos quando os tecidos s3o injuriados, descascados ou se apresentam

doentes. Estas reag3es sdo decorrentes da conversdo ?e compostos fenélicos em
quinonas, pela a¢iio da PFO, através da polimerizzgz'io, 0 que leva a uma
coloragdo escurecida (Park et al., 1980).

Em péssegos, Jen e Kahler (1974) evide?ciaram que a atividade
especifica da PFO poderia ser positivamente relacionada com o descoloragio dos
frutos durante a pds-colheita |

Foi evidenciado que, quando os tecidos de pés lego foram mecanicamente
feridos apos a colheita ou durante o processamento, po ‘um atraso no processo de

aquecimento, apos a retirada da casca, a enzima PFO atuava catalisando a
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oxidagio de compostos fendlicos formando quinonas, que quais se polimerizam,
subseqiientemente, formando pigmentos de coloragio escurecida (Luh e
Phithakpol, 1972).

O escurecimento ¢ um problema sério, uma vez que é geralmente
acompanhado por mudancas na cor, “flavor” e valor nutritivo, afetando,
grandemente a qualidade do produto final. Associado ao processo de
escurecimento, tem sido também evidenciado o emvolvimento de PFO na
resisténcia de plantas a doengas, estando relacionado com a formag3o de quinonas
(Mazzafera, Gongalves e Fernandes, 1989).

Em plantas de tomate feridas e inoculadas com Pseudomonas syringae,
observou-se que, 48 horas apds a injiria, a PFO apresentou alta atividade.
Constatou-se também que a atividade da PFO, assim como o contetdo de
fenélicos, foram superiores em plantas que haviam sido injuriadas e inoculadas,
quando comparadas as plantas que foram apenas injuriadas, tanto em plantas
resistentes, quanto em susceptiveis. Entretanto, observou-se que os valores de
PFO foram superiores em plantas resistentes em relagéio as susceptiveis (Bashan,
Okon e Henis, 1987).

Kué (1966), sugeriu que o aumento da atividade da PFO, seguindo a
interagdo hospedeiro-parasita, resultaria de uma indugio nio especifica da
resisténcia de plantas.
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2.6 Parede celunlar i
2.6.1 Constituicio

A parede celular é uma estrutura resistente que circunda externamente o
plasmalema das células vegetais. No nivel biolégicc; atua na morfologia, assim
como na fisiologia das mesmas. Delimita, estamjo envolvida, também, na
expansio das células (Goodwin e Mercer, 1983). |

A parede celular é constituida por ‘aparﬁrdamaisextema:
lamela média, parede primaria, e parede secundaria, sendo caracterizada por
possuir uma rede de agregados organizados de moléculas de celulose,
denominadas microfibrilas, embebidas em uma matriz de polissacarideos nio
celulosicos e de lignina (Eskin, 1979).

A lamela média é depositada durante a dwnsﬁo celular e atua conectando
ou fazendo a coeséo entre as células adjacentes, sendo conhecida como substéncia

cimentante. E composta por substincias pécticas, conlstmudas principalmente por
polimeros de acido galacturdnico, que podem ser esterificados ou ndo. A
alteragdo da coesdo entre as células ocorrera caso haj[a qualquer modificagdo nas
caracteristicas das pectinas presentes (Malis-Arad et al., 1983; Selvedran e
O’Neil, 1987; Brett ¢ Waldron, 1990). L

Os polimeros pécticos constituintes i lamela média séo,
predominantemente, lineares, com cadeias curtas laterais, formadas por agicares
neutros, predominantemente a arabinose ¢ a gal 0se, que Sd0 presos aos
residuos de ramnose de cadeias de ramnogalacturonanas. Estas cadeias sdo
formadas de regides com residuos nio esterificados, i 1 ados com regibes que
sdo altamente esterificadas e ramificadas. Intercalados a estas, estio também
presentes residuos nfio esterificados, que sio mantidos por ligacdes com ions de
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calcio (Brett e Waldron, 1990). Estes podem ser extraidos através de agentes que
removem o cilcio por complexagio.

Poliuronideos com alto grau de metoxilagio so capazes de formar
poucas ligagdes com o cdlcio, e os complexos formados sdo labeis. Entio as
moléculas sdo de-esterificadas, resultando em grupos negativamente carregados,
que se repelem entre si e causam dilatamento dos complexos. Por outro lado,
poliuronideos com um baixo grau de metoxilagio, formam numerosas ligacdes
com o cilcio, e complexos estiveis com poliuronideos, que sio fortemente
afetadas quando de-esterificados (Yoshioka, Aoba ¢ Kashimura, 1992).

Em estudo realizado em magds, foi observada uma distribuig3o
intermolecular irregular dos grupos metoxil dos poliuronideos. Desta forma, foi
proposto um modelo para os poliuronideos, no qual, as moléculas seriam
formadas por regiGes com homogalacturcnana e regides com heterogalacturonana
(de Vries et al., 1981, 1983).

Yoshioba, Aoba e¢ Kashimura (1992), em trabalho realizado durante o
amolecimento de pera e magd, sugeriram, como um possfvel mecanismo para a
solubilizacgo de poliuronideos, a desterificagiio de poliuronideos com alto grau de
metoxilagio.

No que diz respeito as paredes celulares primaria e secundiria, estas so
constituidas de celulose, hemicelulose e pectina em diferentes percentagens. Em
relagdo 4 lamela média, a parede celular primaria apresenta um maior grau de
organizacio (Brett ¢ Waldron, 1990), sendo constituida por uma fase
microfibrilar ¢ uma matriz.

A parede celular primiria é depositada durante a divisio celular e
posterior crescimento da célula. E uma camada fina e apresenta alto grau de
organizacio, quando comparada 2 lamela média. Apresenta em sua constituicio,



em hidroxiprolina (19%) (John e Dey , 1986).
De acordo com Van Buren (1973), a celulose oonfere rigidez e resisténcia
a parede celular, ao passo que as substincias ;Tncas ¢ as hemiceluloses

além da pectina (34%), hemicelulose (24%), celulosT(ZB%), ¢ glicoproteina rica
i

conferem plasticidade e elasticidade.

A fase microfibrilar apresenta alto graul de cristalinidade, sendo
constituida por moléculas de celulose. Estas sdo ’elas lineares unidas por
ligagdes B - 1,4, ligadas entre si através de pontes de 1 io, formando, desta
forma, uma malha bem estruturada e estivel, onde e organizam os demais
polimeros que constituem o gel da matriz (Breet e Waldlron, 1990).

Foi constatado, em péssegos “Elberta”, gurante o processo de

amadurecimento, mudancas no tamanho micelar da cel ;ose € na percentagem de
cristalinidade, que é o valor relativo de celulose ‘organizada em micélios
cristalinos (Sterling, 1961). |

A matriz é formada a partir de substincias pécticas, cujo esqueleto
basico € constituido por a - 1,4 galacturonana, as: a residuos de ramnose,
que por sua vez, podem atuar como pontos de ramifi 5 , onde irdo se ligar as
cadeias laterais de agticares neutros, principalmente a galactose e arabinose. Em
regides muito ramificadas, as cadeias laterais tendem a formar blocos, ligando
pectinas a hemiceluloses (Mangas et al., 1992). a’

Os polimeros pécticos sd3o altamente ranuﬁcade com cadeias laterais
mais longas que aquelas presentes na lamela médla As cadeias de
ramnogalacturonanas apresentam baixo grau de metllaqao (Selvedran e O°Neill,
citados por Fisher, Arrigoni e Amado, 1994). ]

Acidos poliurdnicos sdo significantes componentes estruturais do
complexo lamela média-parede celular primaria, de p ntas superiores. Estes
polissacarideos acidos, sdo de importincia caracteristica do dominio amorfo dos
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sistemas de tecidos de plantas, apresentando substancial capacidade de troca
idnica, o que pode afetar o coeficiente de atividade potencial transmembrana e,
consequentemente, o fluxo idnico (Van Cutsem e Gillet, 1982; 1983, citados por
Irwin et al., 1985). '

Associados covalentemente as pectinas, ¢ através de pontes de hidrogénio
com a celulose, se encontram as hemiceluloses, polimeros formados por agicares
neutros como: xilose, glicose, fucose ¢ manose. Estes se polimerizam formando
xiloglucanas, glucomananas ou galactoglucomananas (Gross, 1990).

A celulose e a xiloglucana sdo importantes componentes estruturais das
paredes primdrias das plantas (McCann e Roberts, 1994). Ambas sio
polissacarideos compostos por um esqueleto de p-(1—4)-glucan. Na celulose,
estas cadeias associam-se lateralmente por ligagdes de hidrogénio, para formarem
microfibrilas. A prépria associagdo das moléculas de xiloglucana é impedida por
um grande mimero de cadeias laterais (Hayashi, 1989). Apesar da celulose e
xiloglucana serem unidas em diferentes localizagBes, existe uma intima interagio
entre estes dois polissacarideos existe “in vivo”. Na parede celular primaria, as
microfibrilas celulésicas sdo extensivamente recobertas com xiloglucanas
(Hayashi, 1989), que evitam sua agregagiio em complexos celuldsicos maiores
(McCann, Well ¢ Roberts, 1990; Acebes et al., 1993), ocorrendo apenas
pequenos valores de celulose “nua” (Hayashi e Maclachlan, 1984).

O gran de metil esterificagio (GE) das xiloglucanas nio tem sido
considerado um fator importante na associagfio do complexo celulose-xiloglucana
(Vincken et al., 1995).

A caracteristica de acidez de um polissacarideo advém da alta proporgio
de 4cido galacturdnico na pectina. A adi¢io ou remogdo dos ésteres metilicos, a
partir de residuos de dcido galacturdnico, é o recurso utilizado pela planta para
alterar esta caracteristica. Todavia, o grau de metilesterificagdo de um tecido
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vegetal ¢ dependente, por exemplo, do tipo ou do &stégiio de desenvolvimento do
mesmo (Maness, Ryan ¢ Mort, 1990), sendo determinante da habilidade da
pectina de formar ligagdes cruzadas com o célcio, pela'{zaltemcéo e distribuiggo de
cargas na molécula. Podem ser necessarios, no nnnm‘}o, sete residuos de acidos
metilesterificados, para que uma ligagdo cruzada 'de célcio entre cadeias
adjacentes de pectina seja estabilizada (Powell et al., 1 82).

A esterificagio elimina a carga elétrica, ¢ portanto, o sitio de ligac3o para
o calcio. A clivagem dos ésteres metilicos pela eqma pectinametilesterase
(PME), niio apenas permite as ligagdes cruzadas de grﬁ‘lpos carboxilicos vizinhos
com o célcio, mas também geram uma matriz negati ‘iente carregada que pode

induzir decréscimo localizado do pH eavolvido no processo de crescimento (Kim
e Carpita, 1992). :

No que diz respeito as proteinas que se enco: ram associadas 3 parede
celular, sabe-se que a maioria delas séo glicosiladas, s:;: extensina a proteina
mais conhecida. Esta apresenta, em sua constituiq%ﬁo, cerca de 40% do
aminodcido hidroxiprolina, além da serina e lisina. Pesquisas tem evidenciado
que, durante o amadurecimento de frutos, ocorre um aumento nas ligacdes
cruzadas entre as proteinas ricas em hidroxiprolina, o 1 aparentemente acarreta
na paraliza¢do da expansdo celular (Knee, Sargent e Osbﬂrne, 1977).

2.6.2 Modifica¢des da parede celular por ocasifio da Jnaturas;io dos frutos e
ataque fiingico }{
t

No que diz respeito as mudangas ocorridas na parede celular durante o
periodo de amadurecimento dos frutos, observou-se haver solubilizagio da
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mesma, resultando na quebra de ligagdes covalentes, assim como a incorporaggo
constante de material sintetizado, o que leva a um equilibrio dinimico entre os
seus constituintes (Labavitch, 1981; Michan, Gross ¢ Ng, 1991).

O amaciamento, que ocorre em alguns frutos, é decorrente das mudangas
no metabolismo dos carboidratos de parede celular, resultando no decréscimo
liquido de certos componentes estruturais. As mudangas na composigdo da parede
celular resultam da agfio de enzimas hidroliticas produzidas pelo fruto. Podem ser
observados aumento continuo na atividade das enzimas poligalacturonase (PG) e
pectinametilesterase (PME) durante o amadurecimento dos frutos, associados a
mudangas notéveis no contelido de pectina (Sethu, Prabha e Tharanathan, 1996).

Em péssego, por exemplo, foi observado a solubilizagio das pectinas
durante 0 amadurecimento dos frutos (Melford e Prakash, 1986; Holland, 1993).

Associada 3 solubilizagdo das pectinas, ocorre também uma perda liquida
de residuos de agiicares neutros nio celuldsicos, como evidenciado em péra,
mag, morango ¢ tomate, durante 0 amadurecimento dos mesmos (Gross € Sams,
1984). .

Em pimenta (Capsicum annuum), constatou-se que a perda liquida de
residuos de agicares neutros durante o amadurecimento envolveu primariamente
a galactose e arabinose, seguidos por glicosil, manosil e xilosil (Sethu, Prabha e
Tharanathan, 1996).

A anilise da composicdo de polissacarideos fornece informagdes
importantes acerca da abscisdo de folhas e fruto's, dos fatores relacionados a
interagdo parede celular e enzimas degradativas a ela associada, assim como da
patogénese de plantas (Jones ¢ Albersheim, 1972).

Diante de uma infecgdo fiingica, foi evidenciado ocorrer a solubilizagio
parcial de agiicares neutros ndo celuldsicos de polissacarideos compostos de
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ramnosil, arabinosil, xilosil e galactosil, assim como !Ha hidrélise substancial dos
componentes poliuronideos da estrutura da parede celular (Tobias et al., 1993).

A parede celular ¢ a primeira fonte de carbono encontrada pelo fungo
patogénico apds a penetragio inicial na casca ou cutlcula da planta hospedeira.
Fungos patogénicos produzem enzimas hidroliticas que degradam os
polissacarideos de parede celular e utilizam os rm::1 lossacarideos constituintes
como fonte de carbono para seu crescimento e d&srnvolvimento (Albersheim,
Jones e English, 1969). :

As glicoproteinas ricas em hidroxiprolina (extensinas) sio importantes
componentes estruturais das paredes celulares de dicotiledéneas (Showalter,
1993; Kieliszewski ¢ Lamport, 1994), sendo smteuzadas em resposta a infec¢io
microbiana (Qi et al., 1995). A mais notavel caracteristica das extensinas é o seu
alto contetido de serina e hidroxiproloina (Qi et al., l@995), tendo sido sugerido
que a extensina € ligada a pectina via ligagio B-3,6 éalacmna (Keegstra et al.,
1973), e que as extensinas sdo ligadas diretamente entré:si, através da ligacdo via
isoditirosina (Cooper € Vamer, 1983). i '

Desta forma, o conhecimento da amplitude daL respostas de defesa dos

tecidos de péssego, tanto ao ferimento, quanto ao je de patdgenos, um dos

objetivos do presente estudo, fornecera informagdes de %mnde relevancia.

2.7 Papel do ciilcio nos processos de cura de ferimentos causados por injiirias

mecéinicas ¢ agentes patogénicos

através da ag¢do nos

—=<Tem sido observado que no meio extracelular, ¢ calcio atua diretamente
na manutengdo da func¢do e estrutura da membrana cellhr
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fosfolipideos, na disposi¢io das proteinas na superficie externa da membrana e na
protecio das membranas contra a degradagdo lipidica (Helsper et al., 1986,
Chéour et al.,, 1992). Na parede celular, atua na estabilizacio e amadurecimento
de frutos, na provisio de um “pool” de cilcio externo disponivel para os
requerimentos intracelulares, assim como na modificagio do ambiente ionico da
interface membrana plasmitica - parede celular.

A importincia do célcio na estabilizacio das membranas foi evidenciada
por Marinos (1962), em estudos realizados com o auxilio da microscopia
eletrnica.

A protecio da integridade da membrana celular pelo calcio, durante a
senescéncia, tem sido associada com a habilidade do calcio de se ligar aos
fosfolipideos da membrana plasmitica, estabilizando-a e controlando as fungdes
associadas 4 membrana (Poovaiah, Glenn e Reddy, 1988). O calcio atua também,
na estabilizagio da membrana plasmitica, contra o fluxo indiscriminado,
incluindo o préprio ion (Hanson, 1984).

O cilcio também atua na proteciio das membranas contra a degradagiio
lipidica, provavelmente através de varios mecanismos. O calcio pode estabilizar a
plasmalema se ligando as cargas negativas dos grupamentos dos fosfolipideos,
que se tomam menos propensos a degradagdo por enzimas lipoliticas (Chéour et
al,, 1992).

Durante 0 amadurecimento de frutos, o ion atua de forma preponderante.
Em tecidos de magd foi evidenciado um aumento na concentragio de calcio
(avaliado por em’ de superficie), a medida que o fruto atingia a maturidade
(Harker, Ferguson e Dromgoole, 1988).

A amvagio do_cdlcio no atraso da semescéncia e na degradagio da
membrana lipidica foi constatada em discos de folhas de couve, quando tratados
com 0,05 M de célcio. Acredita-se que o ion atue na protecdo doslipvigeos da
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membrana da acdo degradativa de enzimas. Em contraste foi verificado que
diante de uma concentrago supra-6tima de célcio (0,25 M), ocorreu a aceleragio
da senescéncia e a hidrélise dos lipideos de memb kChéour etal., 1992).
Intracelularmente, o calcio pode atuar como um mensageiro secundario,
fazendo a tradugdo de estimulos externos em eventos imediatos e metabolicos
(Ferguson e Drobak, 1988).
O célcio ¢, portanto, um regulador intracelular essencial nas células de

plantas, € estd envolvido tanto na regulagiq' metabélica quanto no
desenvolvimento (Briskin, 1990). A manuten¢do d? baixas concentragbes de
calcio livre citoplasmatico, cerca de 0,1 pM, é necesgéria para desempenhar sua
funcdo como mensageiro secundario (Hepler ¢ Wayne|; 1985), sendo mantida pela
acdo de um sistema de transporte ativo de célcio,; localizado na membrana

plasmadtica, reticulo endoplasmatico € tonoplasto (Brisicin, 1990; Evans, Briars ¢
Willims, 1991).
A homeostase de calcio ¢ mantida através def ‘transportadores protéicos.

|
Funcionalmente, estes transportadores se dividem e@;dm classes: aqueles que

mediam o efluxo de cilcio do citoplasma (os Ca 1‘ ATPase ¢ os Ca®/mH'
antiporteres) ¢ aqueles que mediam o influxo de cﬂcio (os canais de Ca®")
(Evans, 1994). A habilidade das células vegetais| de manterem baixas as
concentragdes de calcio citoplasmatico, é um requeri fiento chave para a fungdo
deste cation como mensageiro na regulagio de eventos metabélicos (Briskin,
1990), e requer um bombeamento ativo do ion para: o apoplasto, ou para as
organelas (Reddy, 1995). !

Seghndo Gelli e Blumwald (1993), a elevagdo da concentragdo de calcio

t

4
livre citoplasmético, a niveis superiores a 1 x 10 Mj pode levar a ativagdo de
respostas. '
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Os principais compartimentos de armazenamento intracelular de cilcio
sdo os vaciolos de células maduras de plantas (Gelli ¢ Blumwald, 1993). Serd a
partir da liberacdo do célcio vacuolar que ocorrers a elevagio da concentragio do
calcio citoslico livre, partindo de um estado de equilibrio “steady-state”, com a
concentracdo na faixa de 150 nM para valores superiores a 300 nM (Gehring et
al, 1990). Acredita-se que as flutuagdes nos niveis de calcio citoplasmatico,
mediam varios processos fisiologicos nas células das plantas, tais como:
fototropismo, geotropismo, agdo hormonal, assim como a indugiio de respostas de
defesa dos tecidos vegetais a injirias (Felle, 1988).

As células vegetais podem distinguir diferentes sinais de calcio, através
das diferencas na organizagdio espacial das mudangas no célcio citosélico. Por
exemplo, quando a concentragdo do ion é relativamente alta dentro do reticulo
- endoplasmatico (Bush, Biswas e Jones, 1989), vaciiolo (DuPont et al., 1990), ou
espago extracelular, esta possibilita, a cada um destes compartimentos, servirem
como fonte para induzirem o estimulo de aumento do calcio citosélico. O influxo
de calcio, localizado particularmente nas membranas, associado as baixas taxas
de difusdo de calcio no citosol, podem atuar como possiveis gradientes de célcio
(Bush, 1993).

Mudangas ripidas no célcio citosélico, a partir de niveis basais, ocorrem
em resposta a estimulos endégenos, como os horménios de plantas, ou a estimulos
exbgenos, tais como: luz, calor, sais, elicitores e injirias. O tempo de curso das
mudangas no contetido de calcio citosélico, induzido por diferentes estimulos, em
diferentes células, é bastante variivel. Podem ser destacados: aumento transiente
e aparentemente grande, que ocorre em resposta a estimulos mecanicos, choque
hipotdnico, a¢do de elicitores, aumento ou declinio, aparentemente modesto, que
ocorre em resposta a horménios como giberelina, citocinina, ou Iuz ¢ mudangas

48



oscilatorias, com periodos regulares e irregulares, que ocorrem em resposta a
acdo dos fitormdnios: auxina e acido abscisico (Bush, 1993; Reddy, 1995).
Quando as células vegetais foram colocadas em contato com elicitores de
fungos, observou-se uma elevagdo do calcio citosélio'o. Estes sdo conhecidos por
induzirem proteinas associadas a patogénese (Knight et al., 1991).
Pesquisas t&m sido direcionadas para o |

larecimento de como o
reconhecimento de um estimulo de elicitagio cond ;a ativagdo de respostas de
defesa (Dixon, Harrison ¢ Lamb, 1994), tendo sido mencionado, em muitos
trabalhos, o envolvimento de varias moléculas s“j izadoras, como: cAMP

egendre, Heinstein & Low,

{Kurosaki, Tisurusawa e Nishi, 1987), proteinas G
993) ¢ Ca’ (Kurosaki,

1992), fosféro imorganico (IP;) (Renmelt et al.,
Tisurusawa e Nishi, 1987). |

Estudos recentes mostraram que o calcio bsti envolvido também na
expressdo de genes induzidos por estresse, tanto biftico quanto abidtico. A
interagdio patogeno-planta, elicitores quimicos ¢ um niimero de outros fatores de
estresse, tém sido conhecidos por estimularem a pr ltflq:éio de etileno em plantas.
Este esta envolvido na expressdo de algumas bioss ’ eses protéicas, como por
exemplo a quitinase. Quando foi utilizado um quelan de célcio, acarretando na
reducdo do ion disponivel, verificou-se o bloquei? da sintese de quitinase,
induzido, previamente, pelo etileno. Estes resultados|indicam que a indugio do
gene da quitinase pelo etileno € mediada pelo célcio dy, 1995).

No que diz respeito & integracdo patogeno-planta, o alto conteido de
célcio nos tecidos do hospedeiro tem, fregiientem
resisténcia de plantas. Um bom exemplo de tais associagdes foi observado por
Bateman (1966). Em hipocétilo de feijio lesado e infectado com Rhizoctonia

solani, constatou-se ocorrer o acimulo de calcio. Eyidenciou-se que as células

, sido associado com a
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mais proximas s reas lesionadas, apresentaram-se mais resistentes i maceragio
do que aquelas localizadas mais distantes, tendo sido atribuido a formacio de
complexos insohiveis entre o material péctico desmetilado e o calcio, podendo
ocorrer, também, com outros fons multivalentes, presentes nas células infectadas
do hospedeiro (resisténcia tardia). Estes complexos insoliiveis conferem a parede
celular, resisténcia a acfio de enzimas como a endopoligalacturonase, liberada
pelo atague de patégenos.

O mecanismo pelo qual o calcio retarda a agiio de fungos pode ser similar
ao efeito do calcio no mecanismo que retarda o amadurecimento ou senescéncia
(Conway e Sams, 1983).

Na interagio patogeno-planta, o aumento nos niveis de calcio nos tecidos
de vegetais resulta no aumento da resisténcia do tecido a maceragio.
Provavelmente, a localizagio do célcio nas paredes celulares pode inibir a
maceragio (MacGuire ¢ Kelman, 1986). |

Como resposta de defesa ao ataque de patégenos, o tecido vegetal reage
podendo sintetizar calose. Constatou-se que, quando a cultura de tecidos de Pinus
elliotti foi infectada com Fusarium subglutinans e elicitada com calcio, houve
um aumento da calose em 15% em relagio as células ndo elicitadas. A presenca
de calcio foi evidenciada 15 minutos apés a infecgfio ou a inoculaciio dos
ferimentos com suspensio de esporos fiingicos, seguida pela formagiio da calose.
Em decorréncia da rapidez com que ocorre este processo, acredita-se que ele
possa envolver a sintese transcripcional “de novo” das enzimas responsaveis pela
sintese da calose (Valluri e Soltes, 1990).

O calcio atua, também, na redugdo da podridiio de frutos. A aplicagdo
pos-colheita de calcio (CaCl, a 8%, sob pressio) reduziu em 40% o
apodrecimento de magds Delicious, inoculadas com suspensdo de esporos de
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Penicilium expansum Link ex Thom., e armazenadas por 3 meses (Conway e
Sams, 1984). "

A explicagio mais plausivel para o papelido calcio na redugdo da
podridio em frutos armazenados, é que ele poderia estabilizar ou reforgar a
parede celular de frutos, tornando-os mais resistentes ao ataque por fungos. A
maioria dos efeitos dos tratamentos pds-colheita de macds, com célcio, tem sido
relacionados com a redugfio das perdas causadas pelas desordens fisiologicas
( Bangert, Dilley e Dewey; 1972, Conway e Sams, 19[84).

Também em magds, foi evidenciado a atuag8é do célcio no metabolismo
de parede celular, conferindo-lhes, néio apenas maior resisténcia as mudancas que
precedem o amaciamento, invasdo fingica ou desenvolvimento de desordens, mas
também atrasando a taxa geral de senescéncia do tecido vegetal (Sharples, 1980).

Ao célcio, tem sido também, atribuido o p E el de elicitor de respostas
celulares (Bolwell et al., 1991), e de estar associada:a atividade dos compostos
fendlicos. A deficiéncia de calcio leva ao es i ‘ de tecidos, provavelmente
devido a ativagfio da oxidacdio pela agdo das enzimas, polifenoloxidases (Bangert,
1979).

Com relagdo a sintese de fitoalexinas, tem sido verificado o envolvimento
do calcio na indugiio das respostas desencadeadas por elicitores (Ishibara et al.,
1996). 3

O calcio tem sido considerado mensageiro dario em diversas vias
através da transcrigdo de sinais (Vogeli, Vogeli-Lange e Chappell, 1992).

O conceito de calcio como mensageiro secuﬂdéﬂo, significa a existéncia
de “pools* internos de calcio, que podem prover, mudangas rdpidas e transitorias
na atividade do calcio livre do citoplasma. Isto €, fonte de célcio, que pode
ser facilmente liberada ¢ rapidamente reabastecida. O reabastecimento pode vir de
duas fontes principais. A primeira, advém da reabsorq;g’io a partir de citosol, que ¢
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induzida pela liberagdo do fésforo do reticulo endoplasmitico. Esta reabsorgio
pode ndo ser suficiente para reabastecer o “pool”, particularmente em células de
plantas. Tanto as mitocondrias quanto os vaciiolos podem acumular calcio
através das bombas dependentes de calcio. Em alguns casos, pode ser necessario
TecorTer a outros pools, como suplemento. A segunda fonte é o pool extracelular
(Ferguson e Drobak, 1988).

Desta forma, no meio intemo da célula, o calcio ira atuar como um
mensageiro secundario do citossol. Pequenos fluxos de calcio mas células
levariam 4 regulacdo de varios processos bioquimicos de forma direta, ou através
da calmodulina (Hepler ¢ Wayne, 1985). O cilcio e a calmodulina sio
abundantes em plantas e tém sido associados a varios processos de tradugdo de
sinais (Vogeli, Vogeli-Lange ¢ Chappell, 1992).

De acordo com a teoria do mensageiro intracelular, o calcio e um
pequeno grupo de outros compostos, desempenhariam um papel chave na
tradugdo de sinais. A percepgdo dos mesmos ocorreria a partir de receptores €
efetores, localizados em outra parte da célula, desencadeando, assim, as respostas
celulares (Bush, 1993). O papel do célcio, como um mensageiro secundsrio é
possivel, ndo apenas através de uma regulagdo sensivel da abertura e do
fechamento dos canais de cilcio, mas também através de uma regulagio precisa
do sistema de transporte, envolvido na sua exclusio do citoplasma (Rasi-
Caldogno, Carnelli e Michelis, 1995).

O efeito cascata inicia-se com a interagfio receptor/estimulo, que leva,
através de uma série de passos alternativos, a regulagio do transporte de calcio ¢
a mudanca no célcio intracelular. O aumento dos niveis de clcio promove, entso,
a formacdo de complexos de calcio, com proteinas alvos, que regulam a atividade
de efetores de proteinas, determinando por sua vez a resposta de células (Bush,
1993).
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3 MATERIAL E METODOS

i

3.1 Procedéncia, coleta e selecio das amostras dos frutos

i

Foram utilizados frutos de pessegueiro Prunus persica (L) c.v. Biuti
provenintes da Fazenda Augusto Bertozzi, localizada no municipio de Santa Rita
de Caldas, sul de Minas Gerais. O municipio situa-s¢ a aproximadamente 900 m
de altitude, apresentando coordenadas que variam entre 21° 58” a 21°10° de
latitude sul, e 46° a 48° de longitude WGr.

A colheita dos frutos foi feita pela manhz, do dia 20 de dezembro de
1995, no ponto de maturidade comercial. A se; ' , 0s frutos foram pré-
selecionados considerando-se a auséncia de injﬁriaTvisuais e infecgbes, bem
como a uniformidade de tamanho e de cor. Apés o aéondicionamenﬁo em caixas
de papelio, utilizadas para comercializagio, foram transportados para o
Laboratdrio de Bioquimica e Fisiologia Pés-Colheita| de Frutos ¢ Hortalias, do
Departamento de Ciéncia dos Alimentos da Universidade Federal de Lavras




(DCA-UFLA), onde foram novamente selecionados, eliminando-se aqueles que
apresentavam algum tipo de injiria, ou que nfio se enquadravam dentro dos
padroes de tamanho e de cor pré-estabelecidos. A seguir, os frutos foram imersos
em sohigdo de hipoclorito de sédio a 0,5% por 3 minutos, secos sob temperatura
ambiente e divididos em grupos para a aplicaggo dos tratamentos (item 3.6).

3.2 Técnica de injiria mecénica

O ferimento foi feito com o auxilio de um estilete com 3,0 mm de
comprimento e 2,0 mm de dismetro, fixado sobre um suporte inoxidavel (Figura 1
- anexo), em quatro locais eqiidistantes na regiio mediana do fruto, entre o
pedinculo ¢ a base. Para o ensaio 4 (item 3.7.4) foi feita apenas uma injiria,
também na regifio mediana do fruto.

3.3 Obtenciio e preparo do inéculo de Monilinia fructicola

O inéculo, constituido por conideos de Monilinia fructicola, foi obtido a
partir de péssegos infectados, adquiridos no comérceio local. Com o auxilio de um
bisturi, foi feita, assepticamente, a raspagem superficial dos esporos presentes
nas areas infectadas, sendo estes transferidos para placas de petri contendo meio
BDA (200 g de batata (extrato), 20 g de dextrose, 18 g de agar ¢ 100 ml de
agua).
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Apds a incubagio das placas & 20°C por 7 dlas, realizou-se a repicagem,
retirando-se fragmentos de BDA de regibes onde ﬂlonilinia se encontrava
aparentemente isolada, sendo os esporos transferidos para outra placa contendo |
BDA. !

Apos a obtengdo das culturas puras, estas fom entdo inoculadas em
péssegos sadios, a fim de se avaliar o potencial de ds&volvimento da infecgio. |
A cultura pura foi conservada em placas de petri conten?o BDA, a 4-5 °C.

A suspens#io de esporos foi preparada apenas no momento da aplicagio
nos frutos, 48 horas apés a instalagéio do experimento. Dez mililitros de gua
destilada e esterilizada foram colocados nas placas de petri sobre as coldnias %
ﬁingicasdeSdiasdeidadecomoauxﬂiodeumbngrifoifeitaraspagem
superficial sobre as col6nias, obtendo-se uma suspensﬁd. Foi adicionado, entdo,
espalhante adesivo Tween 80 (I gota/100 ml de amostra), a fim de possibilitar
uma dispersdo mais homogénea dos esporos. Através dé diluigdes suscessivas e
com a utilizaciio de hemacitdmetro, foi obtida uma M de esporos com

concentragdo de 2 x 106 esporos/ml.

3.4 Cura de ferimento, inoculagiio ¢ armazenamento d;if)s frutos
Os frutos dos tratamentos 4 (FAI) e 5 (FCI) (frutos feridos tratados com
agua e calcio respectivamente, curados por 48 horas e inoculados com esporos de |
g !
Monilinia fructicola) foram submetidos a um periodo de 48 horas de cura, sendo
a seguir inoculados com esporos de Monilinia fructicola. |
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Tanto a cura dos ferimentos quanto o armazenamento dos frutos foram
feitos em recinto sob temperatura ambiente de 25 + 3°C e umidade relativa do ar
de 90 + 5%.

A inoculgdo foi feita utilizando-se pipeta automitica de 10 pl, no
ferimento dos frutos feridos e tratados com agua e cilcio, respectivamente (FAl e
FCI), ap6s terem sido curados por 48 horas apés a aplicagiio dos tratamentos.

3.5 Obtencfio dos discos de tecidos dos péssegos

Os discos de tecidos dos péssegos (epicarpo e mesocarpo) foram obtidos
com auxilio de um perfurador de ago inoxidavel com 0,8 cm de didmetro (Figura
2 - anexo), tendo sido retirados ao redor dos ferimentos e nos frutos nio feridos,
em regides similares aquelas dos ferimentos. Apds a obten¢do dos discos, sua
profundidade foi padronizada em cerca de 3 mm, através de corte com auxilio de
lamina de ago inoxidavel.

Imediatamente apés a obtengdo, os discos foram congelados em
nitrogénio liquido e acondicionados em sacos plasticos, desaerados com auxilio de
bomba a vacuo, selados hermeticamente e armazenados em freezer a -18° C até a

3.6 Aplicaciio e descrigiio dos tratamentos

A aplicagdo dos tratamentos foi realizada utilizando-se pipeta automatica
de 10 pl, trocando-se as ponteiras de acordo com o tratamento utilizado: dgua,
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cloreto de calcio ou suspensdio de esporos de Monilinia fructicola. Foram

portanto, estabelecido os seguintes tratamentos:

e 1 - (SF). Frutos sem ferimento (controle): compreenderam os frutos

submetidos apenas ao processo de desinfestagio. Y

¢ 2 - (FA): Frutos feridos + agua: compreenderam os ;fmtos que foram feridos
mecanicamente, € que receberam, subsegiientemente, no local do ferimento, a

aplicagdo de agua deionizada e autoclavada. i‘

¢ 3 - (FC): Frutos feridos + calcio: compreenderam os tfrutos que foram feridos
mecanicamente, ¢ que receberam, subseqiientemente, nd local do ferimento, a
aplicagio de solugdo de cloreto de calcio 1%, oontéihdo 1% de tween 80,
preparada com agua deionizada e autoclavada. ¢

e 4 - (FAI): Frutos feridos + agua + inoculacdo fiingica: compreenderam os
frutos que foram feridos e que receberam, subseqiientemente, o tratamento com
agua. Apds o periodo de 48 horas de cura, foram inoculados, no local do

ferimento, com uma suspenséo de esporos de Monilinia fricticola.

e 5 - (FCI): Frutos feridos + célcio + inoculagio ﬁmgi’ca compreenderam os
frutos que foram feridos mecanicamente e que receberam, Subseqﬁentemente, o
tratamento com célcio. Apds o periodo de 48 horas de curh, foram inoculados no
local de ferimento, com a suspensdo de esporos de Moniliri{a Sfructicola.
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3.7 Instalagfio dos ensaios

3.7.1 Ensaio 1: Caracterizaciio dos frutos e perda de massa (umidade), por

injiria mecfinica, no armazenamento

Foram utilizados frutos integros e as analises foram realizadas em 0, 4 ¢
8 dias apés armazenamento em condigdes ambientais (item 3.4), para o
acompanhamento das transformagdes com a evolugio do grau de maturacdo. Os
frutos foram avaliados quanto as seguintes caracteristicas: massa, relagdo
polpa/carogo, massa especifica, didmetro longitudinal e transversal, textura,
aspecto visual, potencial hidrogeniénico (pH), sélidos soliveis (SS), acidez total
titulavel (ATT), relagdo SS/ATT. O ensaio seguiu um Delineamento Inteiramente
Casualizado (DIC), com 3 repeti¢Ges, sendo a unidade experimental uma bandeja
contendo 10 frutos.

Para a avaliagfo da perda de massa dos frutos (umidade), frutos dos
tratamentos 2 ¢ 3 (FA e FC) foram pesados até 96 horas de cura de ferimento,
para a observagio da perda de umidade em decorréncia da injiiria. Como controle
foram utilizados frutos integros. O ensaio foi conduzido a nivel de laboratério, em
esquema fatorial (3 x 12) sendo: 3 tratamentos (SF, FA, FC) e 12 tempos de cura
©, 12, 24, 36, 48, 72, 84, 96, 108, 120, 132 ¢ 144 horas); em DIC, com 3
repeticGes. A unidade experimental correspondeu a uma bandeja contendo 10
frutos.
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3.7.2 Ensaio 2: Efeito do CaCl; na elicitacio de respostas a cura de .

ferimentos !

As respostas dos tecidos, em decorréncia da aphwao de CaCl; no local |
do ferimento, foram avaliadas através de detemunat;oes enzimaticas e de parede j
celular. ,
Os discos de tecido dos frutos dos tratamentos 2 e 3 (FA e FC) foram
avaliados quanto a atividade das enzimas fenilalanina aménia-liase (FAL),
polifenoloxidase (PFO) e peroxidase (POD), até 72 hori;s de cura dos ferimentos. |
O ensaio foi conduzido em esquema fatorial (3 x 6), sendo 3 tratamentos (SF, FA
e FC) ¢ 6 tempos de cura (0, 12, 24, 36, 48 ¢ 72 horas); em DIC, com 3
repeticdes. A unidade experimental correspondeu a uma bandeja contendo 10
frutos. ‘

As transformagdes de parede celular foram detectadas através da andlise
de agucares neutros, calcio ligado, grau de esterificagéo das pectinas e lignina.

O ensaio foi realizado em esquema fatorial (3 x 5) sendo 3 tratamentos
(SF, FA e FC) e 5 tempos de cura (0, 24, 48, 60 ¢ 96 horas), e DIC, com 3
repeti¢des. A unidade experimental correspondeu a umna bandeja contendo 10
frutos.

3.7.3 Ensaio 3: Efeito do CaCl; na elicitacio de respostas de resisténcia a
Monilinia fructicola
f
Os discos de tecidos dos frutos dos tratamentos 4 ¢ 5 (FAI e FCI) foram
avaliados quanto a atividade enzimatica (FAL, POD, Plll"'O) apos 6, 12, 24 ¢ 48
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horas apés a inoculagio com suspensdo de esporos de Monilinia fructicola. O
ensaio foi conduzido em esquema fatorial (3 x 4), sendo 3 tratamentos (SF, FAI e
FCI) ¢ 4 tempos de cura (6, 12, 24 e 48 horas apés a inoculagio do patogeno),
em DIC, com 3 repetigdes. A unidade experimental correspondeu a uma bandeja
contendo 10 frutos.

Os discos de tecidos dos frutos foram avaliados quanto aos componentes
da parede celular (agicares neutros, cilcio ligado, gran de esterificagio das
pectinas e lignina). O ensaio foi corduzido em esquema fatorial (2 x 3) sendo 2
tratamentos (FAI ¢ FCI) e 3 tempos de cura (12, 24 ¢ 48 horas ap6s a inoculaggio
do patogeno), em Delineamento Inteiramente Casualizado (DIC), com 3
repeticdes. A unidade experimental correspondeu a uma bandeja contendo 10
frutos.

3.7.4 Ensaio 4: Resisténcia dos tecidos ao desenvolvimento de lesGes pela
Monilinea fructicola

Os frutos dos tratamentos 1 (SF), 4 (FAI) e 5 (FCI), foram avaliados
quanto ao desenvolvimento de infecgo pela Monilinia fiucticola as 24, 48 e 72
horas apés a inoculagdo do patégeno. O ensaio foi conduzido em laboratério, em
esquema fatorial (3 x 3), sendo 3 tratamentos (SF, FAI e FCI) e 3 tempos de cura
(24, 48 ¢ 72 horas apos a inoculagio do patdgeno), em Delineamento
Inteiramente Casuwalizado, com 4 repeticbes. A unidade experimental
correspondeu a uma bandeja contendo 5 frutos. Nos frutos que apresentavam
leséio pelo patogeno, foi avaliada a drea lesionada e o grau de infecg3o, conforme
metodologia descrita no item 3.12.



3.8. Avaliagjes fisicas :

3.8.1. Massa do fruto e do carogo (g): obtido por gtavxmetna, utilizando-se
balanga semi-analitica. |‘ }

3.8.2 Relagdio Polpa/Careco: obtida dividindo-s¢ a diferenca entre o peso do
fruto e o do carogo, pelo peso do carogo. !

3.8.3 Massa especifica (g): obtido dividindo-se o peso do fruto pelo volume de
agua deslocado em proveta graduada quando o fruto foi adicionado.

3.8.4 Diametro longitudinal e transversal (cm): abtido utilizando-se um
paquimetro.

2
3.8.5 Textura (1/pol ): obtida utilizando-se um penetrémetro Magness Taylor,

2 '
convertendo o valor em 1/pol observado, para Newton pela multiplicacdo pela
constante 4,11.

3.8.6 Aspecto visual: foi avaliado visualmente, levancilo-se em consideragdo a
} [
aparéncia externa da epiderme dos frutos

3.8.7 Perda de massa: obtida por gravimetria, utilizando-se balanca semi-
h
analitica.
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3.9 Avaliagdes fisico-quimicas e quimica

3.9.1 pH: obtido segundo a técnica do INSTITUTO ADOLFO LUTZ (1985),
utilizando-se um potencidmetro de membrana de vidro.

3.9.2 Acidez Total Tituldvel: obtida segundo a técnica do INSTITUTO
ADOLFO LUTZ (1985), expressa em porcentagem de acido citrico.

3.9.3 Sélidos Soliveis: obtidos segundo a técnica da AQAC (1992), utilizando-se
refratémetro tipo Abbé.

3.9.4 Relacdio Solidos Soliveis : Acidez Total Tituldvel: obtida dividindo-se os
valores obtidos para os sélidos sohiveis totais e a acidez total titulavel.

3.10 Atividade enzimdtica
3.10.1 Fenilalanina amonia-liase (FAL)

A atividade da FAL foi determinada com base na técnica preconizada por

Hyodo e Yang, (1971) ¢ por Hyodo, Kuroda & Yang, (1978), a partir da
quantificacdo do acido cindmico formado.

A atividade enzimitica foi expressa em UA.h’, definida como a

quantidade de FAL que produz um aumento de 0,01 unidade/hora na absorgdo a
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290 nm. Esta mudanga na absorgdo ¢ equivalente 4 formagdo de 1 uM de écido

cindmico por h™. it ‘
3.10.2 Atividade da Polifenoloxidase (PFO) e Peroxidase (POD)

A extragio ¢ a determinagio da atividade da, peroxidase (POD) e da
polifenoloxidade (PFO) foram realizadas conforme mefodologia preconizada por
Flurkey ¢ Jen (1978). A atividade enzimética foi expressa em UA L, definida
como o conteido de enzima que produz aumento de 0,1 na absorgio 0.1 DO por
minuto, a 470 e 420 nm, respectivamente. ‘

3.11 Anilise da parede celular

3.11.1 Extraciio da parede celular ‘

iy
|
|

N
A extragdo da parede celular foi realizada em discos de tecido de
péssegos, segundo a técnica descrita por Chitarra, Labavitch e Kader (1989).
Foram utilizados 20 g do tecido do fruto, homogenéimdo por 2 minutos em
aparelho Tekmar, com igual quantidade de dgua gelada deionizada. O residuo
(frag3o insolivel em agua), apos a lavagem com 60 ml de agua gelada, foi

liofilizado e triturado, representando o material da |parede celular. Este foi

posteriormente submetido ao processo de derivatizagio.
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3.11.2 Agiicares neutros totais nfio celuldsicos, teor de célcio, grau de
esterificacdio de pectinas e teor de lignina de parede celular

O teor de agiicares neutros totais nio celulésicos de parede celular foi
obtido pelo método de Antrona (Southgate, 1991). Dois miligramas de material de
parede foram inicialmente colocados em banho de gelo, sendo entdo submetidos a
hidrélise com 4cido sulfiirico 72% (3ml), com agitagdo intermitente. Foi utilizado
0,1 ml de amostra para o doseamento.

A fim de determinar os agticares, apds a obtengdo do material de parede
celular, foi realizada a derivatizagio (derivados alditol acetato) dos aglicares
neutros, de acordo com a metodologia descrita por Albersheim et al. (1967),
incluindo as etapas de hidrolise, redugdo e acetilagio dos agiicares neutros.

Para a hidrdlise, foram utilizadas 5mg de material de parede celular,
acondicionadas em tubo de ensaio rosqueado com 0,5 m! de acido tri-
fluoroacético (TFA). O tubo foi aquecido a 121°C por uma hora em “block
heater”. Em seguida o TFA foi evaporado, sendo adicionado 0,5 ml de metanol,
que foi posteriormente evaporado.

Para a redugdo da parede celular, foi adicionado 0,15 ml de hidréxido de
amdnia IN contendo borohidreto de sédio, na proporgdo de 10 mg de borohidreto
de sédio para 1 ml de hidroxido de aménia 1,0 N (este reagente foi preparado na
hora de sua utilizagdo). Foram adicionadas entiio, algumas gotas de acido acético
p-a., sendo evaporados juntamente com a amdnia. O préximo passo foi a adigio
de 0,5 ml de metanol e acido acético (9:1), com poéterior secagem, sendo este
passo repetido por quatro vezes. Finalizando, adicionou-se 0,5 ml de metanol e
este foi seco, repetindo-se esta etapa trés vezes.
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Para a acetilagiio, foram adicionados 0,15 ml de anidrido acético p.a. &
amostra, cujo tubo foi selado e colocado a 121°C por trés horas em “block
heater”. Apés a secagem do anidrido acético, 0,5 ml de metanol foram
adicionados e seco. Este processo foi repetido por mans!duas vezes.

As amostras derivatizadas foram diluidas em 200 pL de acetona, tendo
sido utilizado uma aliquota de 2 pL, que foi injetads em cromatografo 4 gés

Intralab modelo 3300, com coluna capilar OV-DB 225, 0,25 mm de didmetro

interno ¢ 25 m de comprimento, acoplado a um lntegw&or Intralab Mod 4290.

O hidrogénio foi utilizado como gis de queima, o ar sintético como
mantenedor da chama, e o “make up”, uma mistura de hidrogénio e nitrogénio (30
ml.min"). Foram utilizados a sensibilidade 11 e a atenuagdo 8, para a recep¢do
dos impulsos elétrico. A pressio e fluxo da coluna, assim como o gas de arraste
foram de 21 psi, 3,0 ml.min” e 30 ml.min", respectiva;nente. Foram utilizadas as
temperaturas de 210°C, 250°C e 300°C para a coluna, injetor ¢ detector,

respectivamente. 5

Como padrio, foi utilizado 1 g/l dos aqicares ramnose, fucose,
arabinose, xilose, manose, galactose, glicose. |

O teor de célcio ligado a parede celular foi' determinado a partir da
digestdo nitroperclérica do material liofilizado ae parede, sendo feito,
posteriormente, a quantificacdo espectrofotométrit:.ai;E por absor¢do atdmica ;
(Sarruage ¢ Haag, 1974). Os resultados foram expressos em gramas de calcio em |
100 gramas de parede celular de péssego. '

O grau de esterificacdo das pectinas foi determinado a partir da técnica |
descrita por Luric et al. (1994). Foram utilizadas duas amostras de paredei
celular, sendo que na primeira, foi determinado o conteiido de acido galacturénico
no material de parede celular ap6s a incubagio do mesmo em acido sulfiirico |
67%. Na outra amostra, foi feita a incubagdo com b’c)rohidreto de sodio, sendo i
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posteriormente neutralizada com écido acético. A seguir, foi feita a evaporagio
do borohidreto e do 4cido e uma posterior ressuspen¢io com acido sulfirico,
sendo entdo realizada a quantificacfio colorimétrica do acido galacturgnico nas
solugdes sulfricas. Ograude&steﬁﬁcacéofoideﬁnidoeomoapercemagemde
acido galacturénico esterificado em relagio ao total.

Para a avaliagio do teor de lignina associada a parede celular,
inicialmente, foi obtida a fibra em detergente 4cido (FDA) ou lignocelulose. A
seguir, foi determinada a lignina segundo técnica de Van Soest, descrita por Silva
(1981).

3.12 Avaliaciio da resisténcia dos tecidos a Monilinia fructicola

3.12.1 Area lesionada

Para a avaliagio da adrea lesionada, o fruto foi posicionado de forma que
o pedinculo permanecesse verticalmente. A seguir, a drea infectada foi medida a
partir do centro do ferimento, medindo-se 4 raios em posigio ortogonal nas
superficies: superior (S), inferior (I), direita (D) e esquerda (E), conforme
esquematizado na Figura 3 (anexo). De posse dos raios S, I, D e E, estes foram
somados, e entio o valor obtido foi dividido por 4, obtendo-se, desta forma, um
raio médio, que foi utilizado para o calculo da area infectada. Em decorréncia das
areas obtidas terem sido praticamente circulares, utilizou-se a formula padrio
para calculo da érea do circulo, conforme descrito a seguir:



A=xr*,onde: .

A = irea acometida pela infecgio
7 = constante (3,1416)
r = raio médio [(Z raios S, I, D, E)/4]

A partir dos valores obtidos, foi determinado o indice de infecgéo.

¥

3.12.2 Avaliac;ﬁo do indice de doenca (ID) 1

Fazendo-se necessirio um sistema consistente de avaliago doi
acometimento da infecgdo, e de posse das areas previamente calculadas, conforme
descrito no item 3.12.1, foram adotadas notas de 0 a 5, levando-se em
considerago a frequéncia ¢ a nitidez da drea lesada, conforme os seguintes

critérios:

0- auséncia de infecgdio

1- infecgdo de area de 0,04 cm’ :
2- infecgiio de drea de 0,041 até 0,60 cm® p
3- infecgiio de 4rea de 0,61 até 3,00 cm’ X
4- infecgdo de area de 3,10 até 6,00 cm® {
5- infecgdo de area superior a 6,00 cm®
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Em virtude dos tratamentos 1, 4 ¢ 5 (SF, FAI e FCI) terem fornecido
respostas bem distintas, foi utilizado o indice de doenga (ID), descrito por Mc
Kinney, citado por Cirulli e Alexander (1966), possibilitando, assim, uma
avaliagio qualitativa da resisténcia dos tecidos dos frutos de pessegueiro ao
patogeno (Monilinia fructicola), de acordo com o tratamento utilizado:

m = {£v.) 100, onde:
n.x
ID = indice de doenca
f=mimero de frutos em cada categoria de infecgio
v = grau de infec¢do
n = numero total de frutos inoculados
x = grau maximo de infec¢do

3.13 Delineamento experimental e anilise estatistica

Os ensaios foram conduzidos em Delincamento Inteiramente Casualizado
(DIC), compondo um esquema fatorial. O mimero de repetigdes ¢ a unidade
experimental variou conforme o ensaio. De posse dos resultados, estes foram
submetidos & analise de varidncia ¢ as médias comparadas pelo teste de Tukey, ao
nivel de 1 e 5% de probabilidade, assim como s regressdes entre o tempo de cura
e as caracteristicas avaliadas, tendo sido efetwadas utilizando-se o programa
SANEST (Sistema de Anilise Estatistica), elaborado por Elio Paulo Zonta e
Amauri Almeida Machado, do Instituto Agronémico de Campinas. As regressdes
¢ as figuras foram efetuadas através do programa Sigma Plot 2.0 For Windows
(Jandel Scientific, 1995).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO
{

4.1 Caracterizaciio dos frutos e perda de massa. (umidade), por injiria

mecénica, no armazenamento
) |
4.1.1 Avaliacdes fisicas i |
|
|

A caracterizagdo fisica de péssegos da cv. Bmtgapos a colheita e durante
0 armazenamento, encontra-se na Tabela 1 e a anahsen estatistica no Quadro 1 -
(anexo). g

Durante o periodo de armazenamento, observou-s¢ uma redugdo |
estatisticamente  significativa na massa dos frutds, comum em frutos |
armazenados, principalmente quando expostos a a!mosfera ambiental, em |
decorréncia de uma elevada taxa transpiratoria e con57quente perda de umidade |
(Kader, 1992).



TABELA 1. Caracteristicas fisicas do péssego cv. Biuti proveniente de Santa
Rita de Caldas - MG ap6s a colheita e aos 4 e 8 dias de
armazenamento a 25 + 3°C e umidade relativa de 90 + 5%

Armazenamento
Determinagdes (dias apés a colheita) CV (%)
0 4 8
Massa do fruto (g) 104,20A 9420AB 8041B 6,71
Massa do carogo (g) 6,88 6,83 6,90 5,15
Relagdo Polpa/Carogo 14,78 12,94 10,42 6,42
Digmetro (cm) transversal 5,66 5,48 5,43 4,95
Didmetro (cm) longitudinal 6,00 A 573AB 533B 3,89
Textura (N) 8648A 8098 B 6393 C 4,21

(1) Médias seguidas de mesma letra maitiscula nas linhas, ndo diferem entre si
pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade.

A massa do carogo, bem como a relagiio polpa/carogo, ndo apresentaram
variacdo significativa, apesar de ter sido evidenciada uma tendéncia para o
declinio, nesta 1iltima, durante o armazenamento.

Segundo Gangwar e Tripathilt (1972), a relagio polpa carogo tende a
diminuir com o amadurecimento, sendo um bom indicativo do coeficiente para a
determinacdo do tempo de amadurecimento do fruto.

Em trabalho realizado com péssegos, também da cv Biuti, armazenados
por 7 dias a 20°C e 75 - 80% de umidade relativa, foram obtidos, ao final do
armazenamento, valores de massa do fruto, do carogo, assim como da relacio
polpa/carogo, redugdes de 14,68 %, 4,30 % e 13,40 % respectivamente (Moraes,
1992). A redugdo na relagdo polpa carogo apresentou valores bem proximos a
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obtida no presente estudo, a0 passo que a perda de massa do fruto apresentou-se
superior (22,83 %), ndo havendo perda de massa do (21"090

Com relagio aos didmetros transversal e lonéimdinal dos frutos, estes |
apresentaram uma reducio de cerca de 4,06 e 11,17%2 respectivamente, entre a |
colheita (tempo 0) ¢ 0 armazenamento por 8 dias. Reduobw menores as do que as
observadas por Moraes (1992) de 9,17% e 11,83% m{s didmetros transversal e i
longitudinal, respectivamente. :

A menor redugdo da relagdo polpa/carogo, assnn como dos didmetros
transversal e longitudinal, constatada no presente estudo, quando comparada a
obtida por Moraes (1992) foi, possivelmente, decorfente da maior umidade
relativa utilizada na atmosfera de annazenamentd reduzindo assim, a
desidratagdo dos tecidos, e por conseguinte, o murchamento

Por outro lado, quando péssegos da cultivar Bmt: foram armazenados a
0°C, 90 - 95% de UR, sob atmosfera modificada, durante o periodo de 40 dias,
evidenciou-se que os didmetros longitudinal e transversal permaneceram
praticamente constantes, apresentando valores compreendxdos entre 5,43 ¢ 5,61
cm; 5,54 ¢ 5,91 cm, respectivamente (Holland, 1993) 'Estes valores estdo na
faixa daqueles observados no presente trabalho, apds a colheita dos frutos,
denotando assim o efeito da atmosfera modificada na r'ﬁanutencéo de elevados
niveis de umidade da polpa, quando comparados aos niveis apresentados pelos
frutos armazenados em atmosfera ambiente.

A textura foi caracterizada por um amaciameimn gradual durante o
periodo de armazenamento. |

Em trabalhos realizados por Tourino (1990); l\foraes (1992) e Holland
(1993) em péssegos da cv Biuti, os frutos apresentaram, no ponto de maturidade
comercial, textura de 90,75; 79,40 ¢ 85,98 N, respectfivamentc. Portanto, os
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valores de textura obtidos neste estudo se encontram na faixa mencionada pela
literatura.

Entretanto, apés 8 dias de armazenamento, em decorréncia do
amaciamento dos frutos, a textura atingiu 68,93 N, um valor um pouco inferior
ao obtido por Moraes (1992) 73,84 N, todavia justificivel pelo menor periodo de
armazenamento dos frutos (realizado em apenas 7 dias).

Segundo Chitarra ¢ Chitarra (1990), a decomposicio de moléculas
poliméricas como protopectinas, celuloses ¢ hemiceluloses amaciam as paredes
celulares, uma vez que diminuem a forga coesiva que mantém as células unidas.
Portanto, o amaciamento dos tecidos de frutos estd associado com as mudancas
no grau de polimerizagio ¢ na composi¢io dos agiicares de parede celular,
resultando em alteragdes na sua estrutura, e conseqiientemente, em decréscimo na
coesdo dos tecidos (Fisher, Arrigoni e Amado, 1994).

O armazenamento alterou, também, a aparéncia dos péssegos em estudo.
Mesmo em recinto com umidade relativa elevada, apés 8 dias de armazenamento,
observou-se enrugamento acentuado do epicarpo e textura eldstica, decorrentes da
perda de umidade (desidratacio).

A avaliagdo da aparéncia externa de frutos armazenados a atmosfera
ambiente, € extremamentc til na estimativa do limite de tempo de
comercializa¢io dos mesmos.

Observou-se que o tempo de vida itil pés-colheita de 4 dias foi o ideal
para a manutencio dos frutos com boas caracteristicas fisicas, para 2 utilizagio

nos ensaios subseqiientes do presente trabalho.
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4.1.1.2 Perda de massa (umidade dos frutos) (ensaio 1)
'

As médias correspondentes & perda de massa (%) de péssegos, durante o
periodo de 144 horas de armazenamento encontram-se n:a Tabela 2.

i

TABELA 2. Valores médios da perda de massa (%) de p&ssegos, submetidos aos
tratamentos SF*, FA™ ¢ FC™", durante ojperiodo de 144 horas de
armazenamento, a uma temperatura de 25 ’_-_I-_ 3°C e umidade relativa

doarde 90 + 5%
Armazenamento Perda de massa (%) por tratamento’
(horas) SF FA' FC

12 1,68 kA 1,80 jA 1,80 iA

24 420 jA 4,48 iA 473 hA

36 5,72 ijA 5,87 hiA 6,15 ghA

48 7,49 hiA 7,38 ghA 7,72 fgA |
60 9,63 ghA 928 gA 10,03 fA

72 1,87 feA 12,24 fA 13,03 eA

84 13,36 fA 14,24 fA 15,22 deA

9 1586 deA 16,48 deA 17,51 cdA |
108 18,03 cdA 18,55 cdA 19,66 bcA

120 19,99 bcA 20,63 beA 21,48 bA

132 22,28 abB 2300 abAB 24,30 aA

144 24,55°B 25.94 aA 26,23 aA

CV (%) =17,85 \
'SF  (frutos sem ferimento).
** FA (frutos feridos e tratados com agua).
"*FC (frutos feridos e tratados com célcio). 4
'Médias seguidas de mesma letra miniiscula nas colunas e maiiiscula nas linhas,
ndo diferem entre si pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade.
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A anilise estatistica (p < 0,01) evidenciou que os fatores tempo &
tratamento foram significativos (Quadro 2 - anexo).

Durante o periodo de 144 horas de armazenamento, ocorreu uma perda
gradual da massa dos frutos em todos os tratamentos. As 144 horas, os
tratamentos com agua ou cilcio apresentaram perdas de massa estatisticamente
semelhantes, sendo porém, superiores as dos frutos controle.

Pdde-se verificar que, apenas a partir das 132 horas de armazenamento,
os ferimentos passaram a contribuir para uma maior perda de massa pelos frutos
tratados com calcio, em relagfio aos frutos controle. Todavia, neste periodo, o
aspecto visual dos frutos ja nfio os tomava aceitiveis para o consumo. Desta
forma, aparentemente, a perda de massa até 120 horas de armazenamento foi
determinada pela superficie dos frutos, independentemente dos ferimentos.

A desidratacdo de frutos ¢ indesejavel sob vérios aspectos. Os produtos
suculentos apresentam alto conteiiddo de umidade por ocasidio da colheita. Assim,
a perda da umidade, mesmo que relativamente baixa, poderia apresentar sérios
efeitos sobre as propriedades fisicas, fisiologicas, patolégicas, nutricionais,
econémicas e estéticas do produto (Pantastico, 1975). Segundo o autor, uma
perda méxima permissivel para um grande nimero de frutos ¢ hortaligas, estaria
numa faixa entre 3,7% para alface (Lactuca sativa L) e 41% em feiyddo
(Phaseolus vulgaris).

Em uvas, a perda de 5% de peso ¢ suficiente para que as mesmas
apresentem sintomas como murchamento e perda de firmeza ), sendo
considerados ndo comerciaveis, frutos com perda de peso de 7 a 12% (Perkin,
1992). Em laranjas, por outro lado, é tolerada uma perda de peso de até 12%
(Pantastico, 1975).
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A desidratagio de frutos apresenta graus de grandeza que sdo
dependentes de fatores como: temperatura, umidade relativa, assim como da j
utilizagdo de recursos que oferecam uma barreira a perda de agua. ;

Em experimento realizado com péssegos da cultlvar Biuti, em atmosfera
modificada, a uma temperatura de 0 + 2°C ¢ uma umi;dade relativa de 90-95%,
foi constatada uma perda de peso de 1,58% nos' 20 primeiros dias de
armazenamento (Holland, 1993). Por outro lado, quando péssegos das cultivares
Delicia e Talismi foram armazenados em cdmara fria a 0°C e umidade relativa de
85-90% por 5 semanas, constatou-s¢ uma daidx{‘maﬁio de 30 e 27%,
respectivamente, quando os mesmos foram retirados da cimara e expostos por 18
horas a 21°C (Ballod, 1990). li

A maior perda de massa ocorrida no presente estudo, em comparagido aos
frutos armazenados sob refrigeracio (Holland, 1993), foi decorrente das
condicdes atmosféricas utilizadas, o que contribuiu para o aumento da
transpiragdo e da atividade metabdlica dos frutos.

Muitos autores correlacionam a resisténcia de{ determinados frutos a
certos fungos patogénicos, com a desidratagdo dos ;tecidos, uma vez que a
desidratagdo, dificulta o fornecimento de umidade suﬁ(:jcnte para a germinagdo
dos esporos, podendo acarretar na morte dos m&smqé. Todavia, no presente

estudo, esta correlagdo ndo foi observada.

4.1.2 Avaliagdes fisico-quimicas e quimica }'
k
Os valores médios dos componentes ﬁsico-@uimicos e quimico do
péssego, cv. Biuti, encontram-se na Tabela 3, e a anélisL; estatistica no Quadro 3
(anexo). !
|
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Os valores de pH apresentaram aumento significativo durante o
armazenamento. De acordo com Lehninger (1976) e Conn e Stumf (1980), a
acidez ¢ o pH dos frutos se relacionam, aparentemente, com a capacidade
tamponante da polpa dos frutos, assegurando uma certa estabilidade da mesma,
apesar das variagdes ocorridas no comteido de &cido citrico durante o
armazenamento dos frutos.

Os valores obtidos no presente estudo foram maiores do que aqueles
observados por Moraes (1992), em péssegos da mesma cultivar, armazenados por
7 dias a 20°C e umidade relativa de 75 a 80%, cujos valores estiveram
compreendidos entre 3,5 (apés a colheita) e 3,4 (aos 7 dias de armazenamento).
Possivelmente; esta diferenga de pH seja decorrente das variagdes edafoclimaticas
ou do grau de maturagio dos frutos 3 colheita.

TABELA 3. Valores médios dos componentes fisico-quimicos e quimico do
péssego cv. Biuti proveniente da regifio de Santa Rita de Caldas -
MG, apés a colheita ¢ aos 4 ¢ 8 dias de armazenamento a 25 +

3°C e umidade relativa de 90 + 5% !
Armazenamento
Determinagdes (dias ap6s a colheita)
0 4 8 CV (%)

pH 366B 368AB 387A 3,05
Sélidos Soliveis (SS) (%) 1207 1243 12,57 1,81
Acidez Total Titulavel (ATT) 095A 092A 0,77B 6,59
(% de acido citrico)

SS/ATT 15,61 13,53 13,32 8,18

'Médias seguidas de mesma letra maiiiscula nas linhas, n3o diferem entre si pelo
teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade.
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O teor de sélidos soliveis (SS) foi em média de 12,36%, tendo sido
observada uma pequena tendéncia para o aumento, ao longo do periodo de
armazenamento, em decorréncia da perda de umidade dos ﬁptos. Segundo Coelho
(1994), com o avango da maturagdo, ha decréscimo na P,cidez total titulavel,
associado a um aumento no conteudo de sélidos soliiveis totais.

Tanto os valores obtidos para os SS quanto para a ATT, estio na faixa
dos obtidos por Moraes (1992), também em péssegos da cv Biuti, armazenados a
20°C e 75-80% de UR, por 7 dias.

A relagdo SS/ATT é utilizada em muitos frutos par? se avaliar o estadio
de amadurecimento, uma vez que este quociente determina o “flavor” do fruto.
Em decorréncia de apresentar alguns constituintes voliteis, a relagdo entre os SS
¢ a ATT ¢ mais indicativa do sabor, uma vez que quando se estabelece essa
relacdo, avalia-se a acidez titulavel e nio a acidez total (Holland, 1993).

No presente estudo, a relagdo SS/ATT foi de 12,70, alcangando apés 4 e
8 dias de armazenamento, valores de 13,51 ¢ 16,32, mspecﬁvmnente, proximo a

15, citado por Claypool (1959), como “ideal” para péssegos{.f

4.2 Efeito do cloreto de célcio na elicitaciio de respostas 4 cura de ferimento

(ensaio 2)
4.2.1 Atividade enzimditica ;
4
4.2.1.1 Fenilalanina aménia-liase (FAL) it
As médias correspondentes a atividade da ennm% FAL de péssegos,
durante 72 horas de cura, encontram-se na Tabela 4. '

|
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A anilise estatistica (p < 0,01) evidenciou que os fatores tempo,
tratamento, assim como a interagdo tempo x tratamento foram significativos
(Quadro 4 - anexo).

Constatou-se a tendéncia de aumento da atividade da FAL até 24 horas
de cura do ferimento, no tratamento FA e até 36 no FC, enquanto que no controle
(SF) houve tendéncia ao declinio com o tempo de armazenamento dos frutos.

TABELA 4. Valores médios da atividade da enzima fenilalanina aménia-liase
(UAE.min".g" de tecido fresco), de discos de tecidos de péssegos,
submetidos aos tratamentos SF*, FA* ¢ FC™, durante o periodo
de 72 horas de cura, 4 25 + 3°C e umidade relativa do ar de 90 +
5%, durante 72 horas de cura

Tempo de cura Atividade da enzima FAL
(horas apés a aplicagio  (UAE.min ' g de tecido fresco ) por tratamento"

dos tratamentos) SF FA FC
0 79,61 aA 76,19cB 77,66 cABC
12 77,46 aB 83,82bA  75,53¢B
24 79,88 aC 94,39aA  89,13bB
36 76,55 aB 7440cB 97,57 aA
48 56,92 bB 68,05dA  42,01¢C
72 37,77¢B 50,94eA  48,06dA

CV (%)=3,30

SF (frutos sem ferimento).

*“FA (frutos feridos ¢ tratados com agua).

*"*FC (frutos feridos e tratados com clcio).

"Médias seguidas de mesma letra miniiscula nas colunas e maitiscula nas linhas,
ndo diferem entre si pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade.
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Em péssegos, também da cultivar Biuti, injuriados mecanicamente,
Tourino verificou aumento da atividade da FAL entre 0 ¢ 48 horas de cura, de
83,89 a 107,26 (UAE.min".g" de tecido), comparados aos frutos controle sem
ferimento, cuja atividade da FAL foi de 85,06 a 80,77. _:

No presente estudo, os resultados apresentamm a mesma tendéncia
daqueles obtidos por Tourino (1990), apesar da atmdade da FAL ter se
apresentado um pouco menor. |

Segundo Josyln e Ponting (1951), fatores como matundade estadio de
desenvolvimento, clima e nutrigdo mineral atuam dn"gtamente no nivel de
fendlicos em frutos, o que poderia justificar as diferenc;a% na atividade da FAL
observada. ,;

Tendéncia de comportamento semelhante foi obtidd, também, em mangas,
na injiria causada pela desordem fisioldgica tipo tecido esponjoso A atividade da
FAL, foi de cerca de 40 UAE.min" g de tecido, atmgmdo valores em tomo de 60
UAE.min. g de tecido, aos 28 dias de armazenamento a 12 + 2°C e 75% de UR
(Lima, 1997).

No que diz respeito & constatagdo de que, nos ﬁutos feridos e tratados
com calcio, o pico de atividade da FAL ocorreu posteﬁgr aos frutos feridos e
tratados com agua, pode-se supor que o calcio tenha atuado diretamente a nivel
de membrana celular e parede celular.

O calcio atua na prote¢io da integridade da membrana, estabilizando e
controlando as fungdes a ela associadas. Na parede celu!ar!,i'o célcio forma pontes
i6nicas dentro e entre os polimeros pécticos, conferindo, desta forma, rigidez as
paredes celulares (Poovaiah, Glenn e Reddy, 1988). 1,

Possivelmente, o calcio tenha se associado a paredé‘;celular € a membrana
plasmatica, conferindo uma certa estabilidade, o que remrflou o contato enzima-
subtrato e, conseqiientemente, o pico de atividade da FAL. i
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Segundo Bowell et al. (1991), o incremento da atividade da FAL tem sido
apontado por ser um indicador de elicitagfio. O elicitor induz a sintese “de novo”™
da enzima, responsével pela catilise do passo regulatério chave da biossintese de
compostos fenélicos. O incremento da atividade da FAL dependente de elicitor, é
precedido pelo aumento da transcrigdo de alguns genes da enzima.

Brown, Ismail e Balmore (1978) verificaram que pequenas variagSes na
temperatura ou umidade sdo suficientes para impedir o processo de lignificagao,
tendo sido constatado que uma pequena elevagio na temperatura de 30°C
(temperatura étima) para 33°C foi suficiente para causar um efeito inibitério
sobre o processo de sintese de lignina em citrus.

Portanto, no presente estudo, aparentemente, a temperatura de 25 + 3°C e
umidade relativa de 90 + 5%, utilizados durante a cura de ferimento, tenha sido
uma condi¢io ambiental favorivel para suva atividade em contrapartida, por
exemplo, 4 temperatura de 20°C ¢ umidade relativa de 70% utilizadas por Moraes
(1992), também em péssegos, ande nfio foi evidenciado a sintese de lignina.

4.2.1.2 Polifenoloxidase (PFO)

As médias correspondentes i atividade da enzima PFO, de péssegos,
durante 72 horas de cura, encontram-se na Tabela 5.

A anilise estatistica (p < 0,01) evidenciou que os fatores tempo,
tratamentos, assim com a interagio tempo x tratamentos, foram significativos
(Quadro 4 - anexo).

Os frutos feridos e tratados com dgua (FA) e célcio (FC), apresentaram
aumento da atividade da PFO até 48 horas de cura do ferimento, decrescendo a
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seguir. O tratamento com o célcio induziu o aumento da atividade com valores
estatisticamente superiores aos da dgua, até 12 horas de cura do ferimento, sendo,
porém, superados por estes a partir de 24 horas apés a aplicagdo dos tratamentos.
A atividade da PFO nos frutos controle, apresentou pequéno declinio apenas apés
48 horas de armazenamento.

N
Il

TABELA 5. Valores médios da atividade da enzima polifenoloxidase
(UAEmin". g' de tecido fresco), em discos de tecidos de
péssegos, submetidos aos tratamentos SE*, FA™ ¢ FC***, durante
o periodo de 72 horas de cura, a 25 + 3°C e umidade relativa do

ar de 90 + 5%, durante 72 horas de cura,,

“Tempo de cura Atividade da f’f(-)
(horas apés a aplicagdo (UAE.min" g de tecido fresco) por tratamento '
do tratamento) SF FA ! FC
0 27,68 abB 2851eB '  33,08cA
12 28,49 aB 3056¢B ' 3444eA
24 28,50 aC 40,78dA!"  37,19dB
36 27,78abC  4941cAl  3882¢B
48 2624abC  7738aAl  5728aB
72 25,81 bC 6577bA°  47,14bB

cv (%) =2,63

SF  (frutos sem ferimento).

“FA (frutos feridos e tratados com gua).
**FC (frutos feridos e tratados com clcio). »
'Médias seguidas de mesma letra minuscula nas colunas & maivscula nas linhas,
nio diferem entre si pelo teste de Tukey ao nivel de 5% dejprobabilidade.
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O aumento na atividade da PFO nos péssegos, quando submetidos a
injiria mecanica e/ou 2 aplicagdo de calcio, pode ser decorrente do fato de que,
sendo a PFO uma proteina de membrana, é ativada tanto pela sua ruptura, quanto
pelo ataque de enzimas proteoliticas, conforme relatado por Sanchez-Ferrer, Bru
¢ Garcia-Carmona (1989).

Resultados semelhantes foram obtidos por Luh e Phithakpol (1972), os
quais verificaram que, quando tecidos de péssegos foram mecanicamente feridos,
apds a colheita ou durante o processamento, a PFO era ativada, catalisando a
oxidagdo de compostos fendlicos, com conseqgiiente formagdo de pigmentos de
coloragiio escurecida, as quinonas.

No presente estudo, observou-se que a atividade da PFO foi inferior no
tratamento onde os frutos, apds terem sido feridos, receberam célcio (FC), em
relacdo aos frutos feridos e tratados com agua (FA), sendo provavelmente, devido
ao efeito do calcio na estabilizagio das membranas, conforme relatado por
Marinos (1962), em estudos realizados com auxilio de microscopia eletrénica.

Jones e Lunt (1967) também verificaram que o rompimento de uma célula
era grandemente afetado pela concentragio de cilcio circundante, tendo sido
observado que, quando o célcio era adicionado, a membranas desorganizadas,
estas se reestabeleciam.

Odlciotambém&stéassociadoéparedecelular,umavezquese
combina com os grupos carboxilicos do dcido péctico, dando origem a pectatos de
célcio que, juntamente com os pectatos de magnésio, constituem a lamela média
de parede celular, responsavel pela ligagdo de células adjacentes (Mascarenhas,
1977).

Desta forma, o calcio aplicado, possivelmente, tenha se ligado aos
fosfolipideos presentes na membrana plasmética, atuando no restabelecimento da
membrana (Jones ¢ Lunt, 1967). Paralelemante, na parede celular, poderia ter se
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associado aos grupamentos carboxilicos das pectings (Mascarenhas, 1977),
conferindo assim, maior estabilidade da célula e portanto, menor ativagdo da PFO |
(Sanchez-Ferrer, Bru e Garcia-Carmona, 1989).

4.2.1.3 Peroxidase (POD) ¥

As médias correspondentes 4 atividade da enzima POD de péssegos
durante o periodo de 72 horas de cura eacontram-se na T_abela 6.

A anilise estatistica (p < 0,01) evidenciou que os fatores tempo,
tratamento, assim com a interagdo tempo X tratamento foram significativos
(Quadro 4 - anexo).

A anilise das médias dos tratamentos, indicou que, de modo semelhante
ao observado para a PFO, houve aumento de atividade da POD nos tratamentos
FA e FC até 48 horas de cura, com posterior decréscimo. Os frutos tratados com
calcio apresentaram, a partir de 36 horas de cura, menor atividade da POD,
quando comparados aos frutos tratados com agua. Nos frutos controle, ndo houve
aumento da atividade.

Segundo a literatura, a peroxidase em p&ssegosj7se encontra associada a
parede celular, ao plasmalema e ao tonoplasto, podendo também estar presente
nos vaciiolos ou solubilizada nos espagos intercelulares (Mader, 1976). Portanto,
o aumento da atividade da POD evidenciado nos tratamentos FA e FC,
provavelmente é decorrente da propria lesdo causada pelo ferimento, que
indubitavelmente, levou 3 ruptura da parede celular, do plasmalema e do
tonoplasto, acarretando a descompartimentalizacdo do vaciolo e conseqiiente

ativagdo de peroxidases aniGnicas, conforme observado llwor Lagrimini (1991), em
\
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estudo realizado com 507 tipos de plantas, cujos tecidos foram submetidas a

injiiria mecanica,

TABELA 6. Valores médios da atividade da enzima peroxidase
(UAEmin™.g" de tecido fresco), observados em discos de
Péssegos, submetidos aos tratamentos SF*, FA™ e FC™,
durante o periodo de 72 horas de cura, a uma temperatura de
25 + 3°C e umidade relativa do ar de 90 +5%

Tempo de cura Atividade da POD
(horas apés a aplicagdo ~ (UAE.min ™. g de tecido fresco) por tratamento’
do tratamento SF FA FC
0 11,91 aA 11,95 dA 11,90 cA
12 12,58 aA 13,29dA 12,60 cA
24 12,68 aA 14,42 dA 13,51 cA
36 13,05 aC 25,30 bA 20,82 bB
48 12,58 aC 29,63 aA 23,71 aB
72 12,37aC 22,53 cA 19,82 bB

CV (%) =6,81

°SF (frutos sem ferimento).

“FA (frutos feridos e tratados com 4gua).

“™FC (frutos feridos ¢ tratados com calcio).

"Médias seguidas de mesma letra mintiscula nas colunas e maitiscula nas linhas,
ndo diferem entre si pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade.




Com o estudo das enzimas envolvidas na sintese dos fenilpropandides;
FAL, POD e PFO, pdde-se observar o efeito do calcio ua reducgdo da atividade
De posse das informages acerca da importincia dg cdlcio, ndo apenas na
fixag3o de poliuronideos 4 lamela média, mas também nas ligagdes coordenadas
do ion com grupamentos hidrolitico de diferentes polissébaﬁdeos presentes na
parede celular (Wuytack ¢ Gillet, 1978), associadas asfevidencias acerca da
capacidade de membranas altamente desorganizadas se restabeleceram diante da
adicdo de calcio. Pode-se supor que a incorporagdo dp calcio aplicado ao
ferimento, possivelmente tenha atuado na reorganizagio das membranas
celulares, retardando assim, o acesso das enzimas a0 seus respectivos substratos,

¢ portanto a sua atividade.
4.2.2 Anilise de parede celular
4.2.2.1 Composigiio em aciicares neutros nio celuldsicos

Os teores de agticares neutros ndo celuldsicos de parede celular presentes
nos tratamentos SF, FA e FC foram apresentados na Tabela 7, Figura 1.

Através da anilise estatistica (p < 0,01), foi evidenciado que o fator
tempo foi significativo para todos os agticares (Quadro 5).

O fator tratamento foi significativo (p < 0,01) ap ‘i ‘para a arabinose,
galactose e glicose, ao passo que a interagiio tempo x tramm’ento foi significativo
(p < 0,01) para a galactose ¢ glicose (Quadro 5 - anexo).
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TABELA 7. Valores médios dos teores de agticares neutros ndo celulésicos

(mg/100 mg de parede celular) presentes na parede celular de
péssegos submetidos aos tratamentos SF* , FA™ e FC™
Jrespectivamente, durante o periodo de 96 horas de cura a uma
temperatura de 25 + 3°C e umidade relativa do ar de 90 + 5%

Teores de aciicares Tempo
neutros nio celulési- (horas apés a aplicacdo dos tratamentos )
cos (mg/100 mg de 0 24 48 60 9%
parede celular) Tratamento'
, SF’
Ramnose 06AB 029dA 047cB 030dA 0832A
Fucose 033a 0b 0b 0b 0b
Arabinose 8,53bA  1149aA  11,29bA 11,12abA 9,4 abA
Xilose 203bA  2,77aA  2672A 137cB  0dA
Manose 126cA 1,18¢B 1,73¢B  3,60bB  6,37aAB
Galactose 305cA  223cA  0,16cB 2,71bB  041aC
Glicose 404cA 429cA  587bA_ 614bB 10,97 aA
F AQQ
Ramnose 061bB  0,28cA 036cB 036cA 096aA
Fucose 033a 0b 001b O0b 0,08b
Arabinose 772bA  11,59aA  12,74aA 11,83AB 10,76 aA
Xilose 193cA  259abA  3,10aA 220bcA Ob
Manose 108cA 283bA  1,84cB 1,75¢C 6,68aA
Galactose 285aA 229aA  0,16aB 2,79aB 2,09aA
Glicose 383bA  435bA  6,13bA_ 6,69bAB  11,02aA
——
Rammnose 0,75aA 031bA  0,74aA 042bA 068aB
Fucose 031a  602b 00I1b O0,12b  007b
Arabinose 941cA 12,7abA  1346bA 14,51aB 1117bcA
Xilose 232aA 2,71aA  2,74aA 247aA ObA
Marose 121cA  3,09bA  559aA 491aA 56aB
Galactose 311cA  3,00cA  393cA 1449bA 17,9aB
Glicose 512dA  407cdA  6,68bcA 813bA  11372A

°SF (frutos sem ferimento).

"FA (frutos feridos e tratados com 4gua).

""FC (frutos feridos e tratados com célcio).

"Médias seguidas de mesma letra mindscula nas colunas e maiiiscula nas linhas,
nio diferem entre si pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade.
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SF (frutos sem ferimento), FA e FC (frutos feridos e tratados com

agua e calcio, respectivamente), durante o

riodo de 96 horas de

cura uma temperatura de 25 + 3°C e umidade relativa do ar de

90 + 5%.
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Durante as 96 horas de cura, ocorreu uma grande variagfio no conteiido
dos agiicares presentes na parede celular de discos de péssegos, submetidos aos
tratamentos SF, FA ¢ FC, o que foi, possivelmente, decorrente da alta taxa de
“turnover” destes compostos. Labavitch (1981) sugere que os compostos de
parede celular podem estar sendo degradados, enquanto a sintese e deposicdo de
compostos iguais ou similares podem estar ocorrendo concomitantemente,

Os agricares predominantes foram a arabinose, seguida pela glicose e pela
galactose.

A galactose aumentou consideravelmente no tratamento com calcio a
partir de 60 horas de cura. No entanto, o teor apresentado pelos frutos do
tratamento FA foi superior ao FC as 96 horas de cura.

A glicose ¢ a arabinose apresentaram um aumento constante com o tempo
de cura, com valores ligeiramente superiores nos frutos tratados com calcio.

O conteiido de manose apresentou aumento no tratamento FC a partir de
48 horas, havendo aumento e equivaléncia nos valores dos trés tratamentos, as 96
horas de cura.

A ramnose apresentou baixos teores em todos os tratamentos com
pequeno aumento apenas apés 60 horas de cura.

A redugio no conteido de ramnose, em tomate, foi sugerida por
Filgueiras (1996), como sendo indicativo da linearizagdo das cadeias principais,
em decorréncia dos residuos de ramnose introduzem “pontos de quebra” na
conformagio das cadeias.

Mangas et al. (1992) relataram que as regides de ramifica¢bes dos
polissacarideos de parede celular possibilitaram ligagdes entre a pectina e a
hemicelulose, sendo o aumento da proporgio de ramnogalacturonanas mais
ramificadas, indicativo de que a parede celular estaria mais preservada,
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Portanto, seria esperado que nos frutos controle (SF), a linearizagdo das
cadeias principais fosse menos acentuada do que nos frutos FA e FC, em virtude
dos frutos néio terem sofrido nenhum tipo de injtiria, estando as paredes celulares
primarias mais integras ¢ com o maior contetido de railnnose em relacdo aos

Todavia ndo houve uma diferenciagio distinta entre as respostas dos
frutos controle e dos tratamentos sujeitos ao ferimento meﬁinico, tendo inclusive
sido evidenciado nos tempos 0, 48 e 60 horas, apés a apliqagﬁo dos tratamentos,
os maiores conteiidos de ramnose, encontrados no tratamento FC.

Possivelmente tenha sido devido a presenga de cdlcio no meio, o que
favoreceu uma maior taxa de “tumover” da ramnose, e conseqiiente introdugdo
maior de regides de “pontos de quebra” e portanto, uma fecupemgré‘.o maior da
parede celular primiria (Mangas et al, 1992). Isto a&rretou numa maior
estabilidade e rigidez a parede celular, ¢ portanto, menor susceptibilidade ao
ataque fiingico, conforme evidenciado no item 4.4.1. |

Hedge ¢ Maness (1996) em estudo realizado nla parede celular de
péssegos, verificaram a presenca de uma percentagem considerével de residuos
galacturonosil, arabinosil, galactosil e xilosil, assim como a”umen’no consideravel
nos residuos de arabinosil e uma redugfio insigniﬁcan?e nos residuos de
galacturonosil durante o amaciamento de frutos. i

Resultados semelhantes foram obtidos no presente’ estudo, no que diz
respeito ao aumento dos residuos de arabinose, sendo este sui;eﬁor no tratamento
| com cilcio, em relagdo ao tratamento com 4gua, que por sua :,\:/ez, foi superior aos
- frutos controle. Possivelmente o calcio tenha sido o responséviel por esta variagdo
ocorrida no teor de galactose. ;

Por outro lado, Moraes (1992), em trabalho realizado com péssegos da

cv. Biuti, submetidos a injiria mecénica e armazenados a 20°C e 75-80% de UR,
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verificou aumento no conteiido de galactose, tanto em frutos feridos, quanto nos
ndo feridos,

Com relacdo A glicose, os teores encontrados foram muito elevados,
semelhantementes aos obtidos por Holland (1993) também em péssegos, que
foram atribuidos a presenca de residuos de celulose nas amostras. Estes, apés a
hidrélise, possivelmente contribuiram para os altos teores de glicose detectados.
Qutra possibilidade sugerida por Filgueiras (1996) para explicar os altos teores
de glicose foi a presenca de amido nas amostras, em decorréncia da metodologia
de extracgo utilizada.

4.2.2.2 Aciicares neutros totais nio celulésicos

O teor médio de agiicares neutros totais nio celulésicos de parede celular
(mg/g) foram apresentados na Tabela 8.

Através da anilise estatistica (p < 0,01) foi evidenciado que os fatores
tempo, tratamento, assim com a interagio tempo x tratamento foram
significativos (Quadro 6 - anexo).

O teor de agiicares neutros totais de parede celular diferin entre os
tratamentos SF, FA ¢ FC, com oscilagdes durante o periodo de cura. E possivel
que esta variacdo tenha sido decorrente da alta taxa de “turnover”, uma vez que
ocorrem  concomitantemente degeneragio, sintese e deposicdio de agicares
(Labavitch, 1981).

Os frutos feridos tratados com calcio apresentaram maior teor de
agiicares neutros totais em relagio aqueles feridos e tratados com agua, tendo
sido, provavelmente, decorrente da capacidade do cilcio de elicitar a sintese de



agucares neutros de parede celular, a fim de repor os tecidos dos péssegos lesados
pelo ferimento.

1
TABELA 8. Valores médios do teor de aguicares neutros: totais ndo celulésicos
(mg . g' de tecido liofilizado de parede celular) presentes em
discos de tecidos de péssegos, submetidos aos tratamentos SF',
FA" e FC™, durante o periodo de 96 horas de cura, a uma
temperatura de 25 + 3°C e umidade relativa%t'loardeQOiS%

Tempo de cura Teor de agticares netitros totais
(horas apés a aplicagio  (mg .g" de tecido liofilizado de parede celular)
do tratamento) por tratamento'
SF FA FC
0 26200cdA  28991bcA  282,084dA
2 226,71dB 32043abA  318,70cA
48 36574aA  273,03cB  379,52abA
60 318,85 bC 35386aB 393,162
9 29268bB  28931bcB 345,65 beA
CV (%) = 4,65 L
* - SF (frutos sem ferimento).
** FA (frutos feridos e tratados com dgua).

**FC (frutos feridos e tratados com calcio). :
"Médias seguidas de mesma letra minuiscula nas colunas emamscu]anaslmhas
nio diferem entre si pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade.

8]
Felle (1988) relatou a importincia dos niveis de cﬂcio citoplasmitico na

mediacdo de processos fisiologicos de plantas, destacando-se dentre eles, a
indugdo de respostas de defesa de tecidos vegetais a injirias.
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Ao calcio foi atribuido o papel de atuar como molécula sinalizadora,
desde o reconhecimento de um estimulo de elicitagio até a condugdo da ativagio
de respostas de defesa (Dixon, Harrison ¢ Lamb, 1994). Por conseguinte,
possivelmente, o maior conteido de agicares verificado nos frutos feridos e
tratados com cdlcio pode ser decorrente da sua atuagio como molécula
sinalizadora. O célcio teria reconhecido o estimulo de elicitagdo, a partir do
ferimento mecénico, sinalizando para as proteinas efetoras a necessidade de
reposi¢io do tecido lesionado, sendo portanto induzido a sintese de agucares em
maior proporgio do que o tratamento com agua.

4.2.2.3 Calcio ligado a parede celular

As médias correspondentes ao teor de calcio ligado & parede celular, de
péssegos, durante o periodo de 72 horas de cura, encontram-se na Tabela 9.

A anilise (p < 0,01) estatistica evidenciou que os fatores tempo e
tratamento, foram altamente significativos (Quadro 6 - anexo).

A anilise das médias dos tratamentos indicou que o maior teor de calcio
ligado a parede celular (%), ocorren, como esperado, no tratamento com calcio.
Os valores decresceram significativamente ap6s 48 horas de cura do ferimento,
porém, foram sempre significativamente superiores aos teores dos demais
tratamentos. Nao observou-se diferenga entre os teores de cilcio nos frutos do
tratamento controle (SF) e nagueles tratados com agua (FA).

De acordo com Chéour et al. (1992) e Poovaiah, Gleen e Reddy (1988), o
calcio se associa na parede das células vegetais, através de ligagdes com o 4cido
poligalacturdnico, formando os pectatos de calcio. Os pectatos conferem maior
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firmeza ao tecido vegetal, em virtude de atuarem, entré as células, como um
cimento. Portanto, o aumento do calcio ligado a parede celular possivelmente se
deveu a formagdo dos pectatos de cilcio, conferindo maior rigidez 2o tecido

TABELA 9. Valores médios do teor de calcio ligado a parede celular (g . 100 g
de tecido liofilizado de parede celular), de dlSOOS de péssegos,
submetidos aos tratamentos SF", FA™ ¢ FC™**, durante o periodo
de 72 horas de cura, a 25 13°Ceunudaderelauvadoarde90;|-_

5%, durante 96 horas
b
Tempo de cura Teor de calcio ligado a parede celular
(horas apés aplicagdo do (g . 100 g") por tratamento'
tratamento) SF FA FC
0 1,14 abB 1,14 aB 1,31 beA
24 1,17 aB 1,14 aB 1,48 aA
48 1,05 abB 1,14 2B 1,39 abA
60 1,02 bB 1,05 abB 1,18 cdA
% 1,08 abAB 1,00 bB, 1,14 dA

CV(%)=5,17

M *SF (frutos sem ferimento) ¥
M **FA (frutos feridos e tratados com agua
O¥**FC (frutos feridos e tratados com calcio)
Médias seguidas de mesma letrammuscnlanascolunasemamsclﬂanashnhas
niio diferem entre si pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de pl:qbablhdade

t
|
1 '

-



Por outro lado, pdde-se observar que, apés 24 horas de cura, o
tratamento com calcio apresentou redugdo no conteddo de calcio ligado, sendo,
possivelmente, decorrente da solubilizagio das pectinas.

Os resultados obtidos no presente estudo sio suportados por Siddiqui e
Bangerth (1995); Menezes (1996) e Scalon (1996), em estudos realizados em
macd, meldo e morango, respectivamente. Os autores constataram, durante o
armazenamento dos referidos frutos, uma tendéncia de redugdio no conteido de
calcio ligado, devido 4 solubilizagio das pectinas, acarretando o amaciamento dos
tecidos.

4.2.2.4 Grau de esterificaciio das pectinas de parede celular (GE)

Asmédiascormpondentmaograude&steriﬁcacéodaspectinasde
paredecehdar,dediscosdep&ssegos,dmanteoperiodode96horasdecura,
foram apresentados na Tabela 10.

A anilise estatistica (p < 0,01) evidenciou que os fatores tempo,
tratamento, assim com a interagio tempo x tratamento foram signiﬁmtivos\
(Quadro 6 - anexo).

Constatou-sé nos frutos controle (SF), tendéncia de redugiio no GE das
pectinas da parede celular, até 60 horas de cura, com um pequeno aumento entre
60 e 96 horas de cura (estatisticamente niio significativo). J4 nos frutos tratados
com célcio, ocorreu tendéncia de aumento no GE até 24 horas, decrescendo a
seguir até 60 horas, com novo aumento até 96 horas de cura. J4 os frutos tratados
com cilcio, apresentaram redugio continua no GE durante as 96 horas de cura.
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TABELA 10. Valores médios do grau de esterificacio:'de pectinas de parede
celular (GE) (%), de discos de tecidos de péssegos, submetidos

aos tratamentos SF', FA™ e FC™, duranté o periodo de 72 horas
de cura, a uma temperatura de 25 + 3°C ¢ umidade relativa do ar
de 90 + 5%, durante 96 horas
Tempo de cura Grau de esterificagio de Pectmas (%)
(horas apés a aplicagio por t:atament?’
do tratamento) SF FA . FC
0 39,24 aA 35,14 bA 41,99 bA
24 39,66 aB 39,32bB : 45,11 aA
438 33,23bA 19,77 ¢C 37,76 bB
60 31,94bB  2444cC  3737bA
96 35,80 bB 45,87 aA 34,94 bB

CV (%) =38,08
')

"SF (frutos sem ferimento). .

“FA (frutos feridos e tratados com agua). I

***FC (frutos feridos e tratados com clcio). 1

Me¢édias seguidas de mesma letra miniscula nas colunas e maiiscula nas linhas,
nio diferem entre si pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de p%"obabilidade.

EI
1
A redugdo no GE das pectinas ocorridas nos frutos controle e naqueles
tratados com 4gua, se deveu, possivelmente, a a‘n‘tuat;éo da enzima
pectinametilesterase. f
Labavitch (1981), descreve a atuagiio da PME na dmtilar;io parcial da
parede celular, resultando na perda de ramificacdes latm'als de galactose e
arabinose das pectinas durante o amadurecimento.
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No tratamento FA, o aumento no GE, possivelmente, foi decorrente do
“turnover” de agticares ndo celulésicos de parede celular, ocorrido com o intuito
de repor a parede celular lesada mecanicamente.

J& o decréscimo do GE ocorrido nos frutos tratados com clcio,
estimulado pela disponibilidade do ion nos frutos do tratamento FC.

Segundo Maness, Ryan ¢ Mort (1990), a metil esterificagio limita,
aparentemente, a habilidade da pectina de formar ligagSes com o cilcio, em
virtude da alteracio das cargas da molécula. Sete ou mais residuos de acido
galacturdnico ndo metil esterificado podem ser necessarios para estabilizar as
ligagBes cruzadas, entre as cadeias de pectina adjacentes e o calcio.

Para tomates, Pressey e Avants (1982) estabeleceram como GE Gtimo,
entre 30% e 47%, para a hidrélise da pectina.

Dentro dos critérios propostos por Pressey e Avants (1982), ter-se-ia, no
presente estudo, com excegdo do tratamento com 4gua, valores de GE étimos
para a hidrolise da pectina, nos demais tratamentos.

No que diz respeito as tendéncias de aumento do GE, observados nos
tratamentos, durante o tempo de armazenamento, Knee (1978) sugere que a
presenga de polimeros de pectinas soltivel, com maior GE, é decorrente da sintese
de novo de polimeros, afim de substituir polimeros degradados.

Desta forma, seria esperado que nos tratamentos FA e FC, onde houve
ruptura dos tecidos devido ao ferimento mecinico, a taxa de sintese de polimeros
tivesse sido maior, e portanto, apresentasse aumento mais acentuado de GE, em
relagdo aos frutos que nio foram injuriados (SF).

Entretanto, independentemente dos tratamentos, os frutos apresentaram
aumento no GE durante o annazenamento, sendo que os frutos tratados com
calcio apresentaram um aumento mais imediato.
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O estudo do conteudo de aglicares totais ndo celulésicos de parede celular
demonstrou teores mais elevados dos mesmos nos frutos tratados com calcio, em
relacdo aos demais tratamentos. Desta forma, possivelmente, o calcio tenha
atuado, elicitando a sintese de novo de polimeros, a fim de repor o tecido lesado
pelo ferimento, aumentando, conseqiientemente, o GE nas primeiras 24 horas,
conforme sugerido por Knee (1978).

Segundo Menezes (1996), poliuronideos com elevado GE siio capazes de
formar poucas ligagdes com o célcio, e os complexos formados, sio moveis,
tendo sido observado que, quando as moléculas sdo desesterificadas, podem
reagir com grupos carregados negativamente, que se repelem entre si, causando
solubilizagdo dos complexos. Por outro lado, poliuronideos com baixo GE
formam um elevado nimero de ligagdes com o célcio, dando origem a complexos
estiveis. Estes complexos, entretanto, quando desesterificados, s3o fortemente
afetados. 3‘

Em virtude da disponibilidade de célcio, e do alto. GE dos frutos com
calcio, possivelmente, ter-se-ia ocorrido a formagdo das ligagSes inter-cruzadas
do ion as pectinas, justificando, desta forma, a reduc;iol;no GE ocorrida no
tratamento FC. i

A anilise do calcio ligado & parede celular (item 4.2.2.3) forneceu
suporte a esta discussdo, uma vez que, conforme esperado, ocorren a
incorporagdo do cdlcio a parede celular, com o tempo de cura"l, nos frutos FC.

Por outro lado, nos frutos controle e tratados com agua, foi evidenciado
em um aumento estatisticamente significativo no GE durante a cura de feridas.
Este, provavelmente, possa ter sido decorrente da perda do Tflcio ligado & parede
celular, fato comumente ocorrido durante o amadurecimento de frutos.

Resultados semelhantes foram obtidos em morangos tratados com calcio

a 4% e armazenados por 6 dias, em atmosfera modificada, a uma temperatura de
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4°C e 80% de UR, tendo sido evidenciado, inicialmente, um aumento inicial do
GE (Scalon, 1996).

4.2.2.5 Lignina associada 2 parede celular

As médias correspondentes ao teor de lignina associada & parede celular,
em péssegos, durante o periodo de 96 horas de cura, foram demonstradas na
Tabela 11.

A andlise estatistica (p < 0,01) evidenciou que o fator tratamento, foi
significativo (Quadro 6 - anexo).

Constatou-se que a sintese de lignina, ocorrida em frutos feridos e
tratados com 4gua ou célcio, nio diferiu significativamente até 96 horas de cura
do ferimento, entre os tratamentos FA e FC, sendo porém superiores ao
tratamento controle sem ferimento, podendo-se inferir que a indugdo da sintese da
lignina tenha sido estimulada pelo ferimento, e nio pelos tratamentos.

Associando-se 0 aumento da atividade da FAL (itens 4.2.1.1 ¢ 43.1.1)e
a sintese da lignina, pdde-se observar que nos frutos FA (com dgua) ocorreram as
24 horas (94,39 UAE.min. g" de tecido fresco), e nos tempos 24 e 48 horas
(0,89 %) respectivamente. J4 no tratamento onde os frutos foram tratados com
cdlcio, o pico de atividade da FAL e da sintese de lignina ocorreram,
respectivamente, as 36 horas (97,57 UAE.min™. g* de tecido fresco), € as 60
horas (0,94%). Constatou-se, portanto, uma relagiio direta entre o aumento da
atividade da FAL e o teor de lignina, o que é consegiiéncia da FAL ser a enzima
chave da sintese da lignina.
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TABELA 11. Teores de lignina associada a parede celular (% de tecido seco), de
discos de tecidos de péssego, submetidos aos tratamentos SF, FA e
FC durante o periodo de 96 horas de cura a uma temperatura de
25 + 3°C e umidade relativa do ar de 90 + 5%. durante 96 horas

Tempo de cura Teor de lignina (%)
(horas apés a aplicagdo do por tratamento’
tratamento) SF FA FC
0 0.58 A 0.70 A 0.76 A
24 0.61 B 0.89 A 0.87 AB
48 0,57B 0,89 A 0,89 A
60 0,64.B 0,84 AB 0,94 A
96 0,59B 0,87 A 0,69 AB

CV (%) = 18,40

*SF (frutos sem ferimento)

“FA (frutos feridos ¢ tratados com agua

"FC (frutos feridos e tratados com calcio)

'Médias seguidas de mesma letra maitiscula nas linhas, nio diferem entre si pelo
teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade.

Desta forma, possivelmente o ferimento mecdnico tenha elicitado o
aumento de atividade da FAL, pela indugdo da “sintese de novo ““ da enzima,
conforme descrito por Hahlbrock e Scheel (1989) e Bolwell et al. (1991), levando
a lignificac¢do da injuria.

Um fator a ser considerado, com relagdo a lignificagdo de tecidos lesados,
sdo as condi¢des ambientais. Brown, Ismail ¢ Balmore (1978) mencionaram que,
pequenas variagdes na temperatura ou umidade sdo suficientes para impedir o

processo de lignificagdo, tendo sido evidenciado que uma pequena elevagdo na
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frotn R e
temperatura, de 30°C (temperatura Gtima) para 33°C, foi suficiente para causar
um efeito inibitério sobre o processo de sintese de lignina, em citrus.

Portanto, no presente estudo, aparentemente, a temperatura de 25 + 3°C e
umidade relativa de 90 + 5%, utilizados durante a cura de ferimento, tenha sido
uma condicio ambiental favorivel para sua sintese. Em contrapartida, a
temperatura de 20°C ¢ umidade relativa de 70% utilizadas por Moraes (1992),
também em péssegos, nio favoreceu a sintese de lignina.

4.3 Efeito do cloreto de cdlcio na elicitagio de respostas de resisténcia a
Monilinia fructicola (ensaio 3)

4.3.1 Atividade enzimgtica

4.3.1.1 Fenilalanina aménia-liase (FAL)

As médias correspondentes 4 atividade da enzima FAL de péssegos
durante 48 horas de cura foram apresentadas na Tabela 12.

A anilise estatistica (Quadro 7 - anexo) evidenciou que os fatores tempo,
tratamento, assim como a interagio tempo x tratamento foram significativos
(p <0,01).

Constatou-se tendéncia de aumento da atividade da FAL até 6 horas de
cura do ferimento para os tratamentos FA ¢ FC, ¢ 24 horas para os frutos
controle, declinando com o tempo de cura dos frutos. Os tratamentos com agua e
calcio apresentaram atividade da FAL estatisticamente semelhantes, até 12 horas
de cura. A partir das 24 horas, o tratamento onde os frutos foram tratados com
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4gua, a atividade da FAL apresentou-se maior do que nos frutos tratados com
cdlcio. Y:

!

TABELA 12. Valores médios da atividade da enzima fenilalanina aménia-liase
(UAEmm g' de tecido fresco), de discos de tecidos de
péssegos, submetidos aos tratamentos SF, FAI" e FCI'™ e
armazenados a 25 + 3°C e umidade relanva do ar de 90 + 5%,

por 48 horas '
Tempo de cura Atividade da ‘AL
(horas aps a inoculagio (UAE. min . g * de tecido fresco) por tratamento’
do patégeno) SF FAI FCI
0 56,92 bA 5805dA  57,01dA
6 68,72 aB 91,802A "  9341aA
12 70,87 aB 81,46 bA 75,52 bAB
24 69,27 aB 7702cA = 70,35bcB

48 42,24 cC 7999cA  63,73¢B
CV (%) = 5,04 '

*SF  (frutos sem ferimento).

*FAI (frutos feridos, tratados com agua, curados por 48 horas e inoculados com
esporos de Monilinia fructicola).

***FCI (frutos feridos, tratados com célcio, curados por 48 horas e inoculados
com esporos de Monilinia fructicola).

'Médias seguidas de mesma letra miniiscula nas colunas e maitiscula nas linhas,
ndo diferem entre si pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade.

A tendéncia de aumento da atividade da PAL, ?bservado nos frutos
controle, possivelmente tenha ocorrido em fungio do aumento da sintese de
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etileno pelos fratos, ocorrida devido ao processo de amadurecimento, assim como
pelas condi¢des ambientais de armazenamento dos mesmos.

Ridge (1975) ressaita que, além da elicitagio através de injirias e ou de
patigenos, o tratamento de tecidos de trigo com etileno, aumenton, também, a
atividade da FAL.

Por outro lado, nos tratamentos FAI e FCI, o aumento da atividade da
PAL, foi possivelmente decorrente da elicitagio causada pelos esporos de
Monilinia fructicola, conforme relatado também por Southerton e Deverall
(1990), em folhas de trigo infectadas com fungo; e por Bernards e Ellis (1991) em
peciolos de tomate inoculados com Verticilium albo-atrum.

Com relagdio ao pico de atividade da PAL, este ocorreu as 6 horas apés a
elicitacdo pela inoculagio do patégeno, em contrapartida aos frutos elicitados
pelo ferimento (item 4.2.1.1), cujos picos ocorreram as 24 e 36 horas para os
tratamentos com &gua e calcio, respectivamente. Possivelmente, os frutos
inoculados responderam mais prontamente 2 elicitagio, em decorréncia da pré-
existéncia de intermediarios da via dos fenilpropandides, cuja sintese foi induzida
inicialmente pelo ferimento.

4.3.1.2 Polifenoloxidase (PFO)

As médias correspondentes a atividade da enzima PFO de discos de
tecidos de péssegos, durante 48 horas de cura, encontram-se na Tabela 13.

A anilise estatistica (p < 0,01) evidenciou que os fatores tempo,
tratamentos, assim como a interagio tempo x tratamentos, foram significativos
(Quadro 7 - anexo).
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A atividade da polifenoloxidase (PFQ) apresentou tendéncia de
decréscimo nos frutos controle. Nos frutos tratados oomi,égua e calcio, houve
aumento da atividade da PFO, até 24 e 6 horas apés a iné:cu]aqio do patdgeno,
respectivamente, decrescendo a seguir.

TABELA 13. Valores medlos da atividade da enmma polifenoloxidase
(UAEmin" g' de tecido fresco), observados em discos de
tecidos de péssegos, submetidos aos u'atamentos SF", FAI" ¢

FCI"™" ¢ armazenados a uma temperatura de 25 + 3°C e
umidade relativa do ar de 90 + 5, por 48 ilioras

Tempo de cura Tratamento atividade da enzima PFO
(horas apés a (UAEmin™ g" de tecidoﬁ'wfc;o) por tratamento'
inoculagdo do patégeno) SF FAI ' FCI
0 26,24 abC 77,38 cA 57,28 dB
6 27,41aC 81,64 bB 87,88 aA
12 25,94 abC 84,36 bA. 78,62 bB
24 24,37bC 90,46 aA 63,19¢B
48 24,326C 29,54 dA 39,23 eB

CV(%)=2,19

"SF (frutos sem ferimento).
*FAI (frutos feridos, tratados com agua, curados por 48 horas e inoculados com
esporos de Monilinia fructicola).
***FCI (frutos feridos, tratados com calcio, curados por 48 horas e inoculados
com esporos de Monilinia fructicola). .
'Médias seguidas de mesma letra mimiscula nas colunas e maitscula nas linhas,
niio diferem entre si pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade.

i

it
b
Por ser uma proteina de membrana (Sanchez-Ferrer ¢ Garcia~Carmona,
1989), possivelmente a germinacio dos esporos de Monilinia fructicola,

103




inoculados no ferimento dos péssegos, tenha acarretado na rupuu'a da célula e
portanto na ativagiio da PFO.

Os menores valores da atividade da PFO observados no tratamento com
calcio, sdo, certamente, decorrentes da capacidade de restabelecimento de
membranas desorganizadas, diante da adigo de cilcio (Jones e Lunt, 1967).

Desta forma, duranteoperiododecurade48horas,rmlizadoenu'eo
ferimento seguido pelo tratamento dos frutos com calcio e a inoculagio com
Monilinia Jructicola, possivelmente tenha ocomrido a reorganizacio das
membranas, devido 4 incorporagio do calcio 3 membrana e i parede celular,
tornando-as menos susceptiveis ao ataque de Monilinia fructicola em relagdo aos
frutos feridos e tratados com 4gua, justificando, portanto, a menor atividade da
PFO nos frutos FCI.

4.3.1.3 Peroxidase (POD)

As médias correspondentes A atividade da enzima POD de discos de
tecido de péssegos, durante o periodo de 48 horas de cura, encontram-se na
Tabela 14.

A anilise estatistica (p < 0,01) evidenciou que os fatores tempo,
tratamento,assimcomainteraﬁotempoxmtamenmfommsigniﬁmﬁvos
(Quadro 7 - anexo).

A atividade da POD apresentou tendéncia de reducdo até 6 e 12 horas de
cura, nos tratamentos com agua e calcio respectivamente, aumentando a seguir,
com um pico de atividade a 48 horas de cura. Os frutos
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tratados com cdlcio apresentaram menor atividade da POD em relagio ao
tratamento com dgua, as 24 horas de cura. O tratamento controle com agua as 24
¢ 48 horas de cura. Otratamentocontrolema.meve-[seconstanteduranteas48
horas de cura.

1
TABELA 14. Valores medlos da atividade da enzima peroxidase
(UAEmin”’. g' de tecido fresco), de discos de tecidos de
péssegos, submetidos aos tratamertos SF*, FAI™ ¢ FCI"™ ¢
armazenados a uma temperamra'de 25 + 3°C e umidade
relativa doarde 90 + 5, por48horas

“Tempo de cura  horas Anvndadedaenz:maPFO
apos a inoculagdo (UAE.min". g de tecido fresco) por tratamento’
do patégeno) SF FAI FCI

0 12,58 aC 23,63 bA 23,71 bB
6 11,93 aA 11,95 dA 12,12 cA
12 11,68 aB 13,33 dA 12,95 cAB
24 12,60 aB 15,33 cA 13,38 cB
48 12,71 aC 2463aA  23,71aB

CV (%) =479

SF (frutos sem ferimento). [

“FAI (frutos feridos, tratados com 4gua, curados por 48 horas e inoculados com
esporos de Monilinia fructicola).
**FCI (frutos feridos, tratados com calcio, curados por 48 boras e inoculados
com esporos de Monilinia fructicola).
'Médias seguidas de mesma letra mintiscula nas eolunasenmusculanas linhas,
ndo diferem entre si pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade.
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Resultados semelhantes foram obtidos no presente estudo em frutos, cuja
a elicitacdo foi feita pelo ferimento mecanico (item 4.2.1.3). i

E provével que a redugdo da atividade das enzimas estudadas FAL, POD
e PFO, diante da aplicagdo do célcio, verificada no presente estudo, tenha sido
decorrente da capacidade de restabelecimento da membrana (Jones e Lunt, 1967)
e rigificacdo da parede celular (Chéour et al.,, 1992), dificultando assim, a
descompartimentalizacio de organelas, como vaciiolos, o acesso da enzima ao
seu respectivo substrato e acarretando portanto, na menor atividade da enzima.

A peroxidase, assim como a fenilalanina aménia-liase, e
polifenoloxidase, certamente desempenharam um papel importante na induggo do
sistema de resisténcia como um mecanismo de defesa contra a invasio da
Morilinia fructicola (Zheng e Van Huystee, 1992; Ludwig-Muller et al., 1994),
o que foi confirmado com a redugdo da 4rea lesada pelo fungo, e do indice de
doenga.

4.3.2.1 Anilise da parede celular (ensaio 3)
4.3.2.1 Aciuicares neutros totais niio celulésicos de parede celular

O teor médio de agiicares neutros totais nfio celulésicos de parede celular
(mg/g) encontram-se na Tabela 15.

Através da anilise estatistica (p < 0,01) foi evidenciado que os fatores

tempo, tratamento, assim com a interagdo tempo X tratamento foram
significativos (Quadro 8 - anexo).
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Os frutos tratados com 4gua ¢ inoculados apresentaram tendéncia de
aumento no teor de aglicares neutros totais nio wlﬂc'%éiws’ de parede celular até |
36 horas de cura, com posterior redugio, cmbora? as 48 horas, os valores%
permanecessem mais elevados que no tempo zero. ’

Nos frutos tratados com calcio, os aguéam neutros totais nfo
celuldsicos de parede celular apresentaram-se maisuelevados que nos frutos
tratados com agua, com tendéncia na redugdo até HS horas. Neste tempo, o |
conteudo de agticares foi estatisticamente semelhante para ambos os tratamentos.
TABELA 15. Valores médios do teor de agicares nelm'os totais ndo celulosmos

de parede celular (mg/g de tecido seco), Jpresentes em discos de!

péssegos, submetidos aos tratamentos FAI' e FCI™" e armazenados | |
a uma temperatura de 25 + 3°C eumidjde relativadoarde 90 + 5,
b ‘

por 48 horas
Tempo de cura Teor de agiicares neutros tota.ts n#o celuldsicos de
parede celular (mg/g) por tratamento’
(horas apés a inoculagdo g
do patbgeno) FAI a FCI
0 273,03 cB . 373522A
12 290,72 beB  32457bA
24 345,90 aB . 3764laA
48 308,93 bA i 310,01 bA |
CV (%) = 4,64 i

"FAI (frutos feridos, tratados com agua, curados por 48 horas e inoculados com \
esporos de Monilinia fructicola).

**FCI (frutos feridos, tratados com célcio, curados por 48 horas e inoculados
com esporos de Mornilinia fructicola). | :
'Médias seguidas de mesma letra miniiscula nas colunas e maiiscula nas linhas,
ndio diferem entre si pelo teste deTukeyaomveIdeS"/J de probabilidade. 1

‘ \
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A alteragdo do teor de agiicares neutros ocorrida na parede celular dos
frutos feridos e inoculados com Monilinia fructicola, possivelmente teve como
objetivos, além de repor os agucares hidrolisados da parede celular, em
decorréncia da acdo de enzimas fimgicas, induzir uma possivel alteragdo dos
agucares neutros da parede celular, com o intuito de torni-la mais resistente as
enzimas fiingicas. Reese, Maguire ¢ Parrish (1968); English e Albersheim (1969)
propuseram que a alteragdo dos agicares neutros poderia contribuir para a
r&sisténciadaparedeoehﬂarésenﬁmasﬁingicas,anvirmdedaalteraﬁoda
especificidade da reagdo enzima-substrato ou da alteragio do meio de
crescimento do patégeno. Os mesmos autores relatam, também, que a
composi¢cio do meio poderia atuar diretamente no desenvolvimento de fungos.
Num estudo realizado durante o crescimento de fungos patogénicos, em meio
contendo monossacarideos, foi observado que, quando a glicose ou a combinagiio
da glicose com outros monossacarideos estavam presentes, o crescimento dos
fungos era estimulado. Por outro lado, quando o meio continha de 5 a 50 pM de
galactose, a germinagdo da Monilinia fructicola era completamente inibida. O
crescimento das coldnias era inibido diante da presenga de acido galacturénico e
xilose.

Existem portanto, diferencas na habilidade dos fungos patogénicos em
utilizarem os monossacarideos liberados da parede celular, como fonte de
carbono para o seu crescimento.

Diante destas observagdes, poder-se-ia inferir que, nos frutos tratados
com célcio, a hidrélise dos polissacarideos da parede celular dos péssegos € a
liberagdo de agticares para o meio, modificando a sua composigio, teriam atuado
inibindo o crescimento do fungo (Reese, Maguire e Parrish, 1968; English e
Albersheim, 1969), em maior proporgio do que os frutos tratados com agua.
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Moraes (1992) comenta que, se a planta proporcionar ao patdgeno uma
mistura de agiicares ou polissacarideos, que podena alterar quantitativa ¢
qualitativamente a produgdo de enzimas degradantes dos polissacarideos do |
hospedeiro; poderia resultar num desenvolvimentg abortivo do patdgeno, |
podendo tornar, desta forma, a planta resistente a0 mesmo.

Provavelmente, a aplicagdo do calcio (tratamento FCI) tenha alterado a
mistura de agicares fornecida ao patégeno, de forma mais eficiente que a dgua -
(tratamento FAI), resultando, desta forma, num maior mimero de patogenos
abortados e portanto, na maior resisténcia dos frutos FCI, em rela¢do ao FAL

4.3.2.2 Célcio ligado & parede celular

As médias correspondentes a0 teor de calcio ligado a parede celular de
discos de tecido de péssegos, durante o periodo de 48 horas de cura, encontram-se
na Tabela 16.

A anilise estatistica (p < 0,01) evidenciou que os fatores tempo ¢
tratament, foram significativos (Quadro 8 - anexo).

Pode-se supor, portanto, que o cilcio aplicado tenha se ligado aos acidos
poligalacturonicos de parede celular, formando zona$ de ligagdo do tipo “egg
box” (pectatos de calcio), conforme proposto por Tu'et al. (1992), conferindo,
certamente, maior rigidez A parede das células, e diﬁthando a agdo de enzimas
pectoliticas liberadas pela Monilinia fructicola. ;

De acordo com Conway e Sams (1983) o iﬁlcio retarda a agdo de
fungos, de modo similar ao seu mecanismo de amaqﬁol ao retardar a senescéncia.

[
|
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MacGuire ¢ Kelman (1986) propuseram que, na interagdo patdgeno-
planta, o aumento nos niveis de calcio nos tecidos vegetais, e sna localizagdo na
parede celular, resultem no aumento da resisténcia do tecido & maceracio.
Portanto, devido 4 incorporagiio do calcio na parede dos frutos FCI, ocorren uma
maior rigificagio da mesma, tornado-a menos susceptivel 2 maceracio pelas
enzimas fingicas e portanto, mais resistentes a podridio parda (item 44.1).

TABELA 16. Valores médios do teor de célcio (% de tecido seco), observado em
discos de tecidos de péssegos, submetidos aos tratamentos FAI e
FCI" ¢ armazenados a uma temperatura de 25 + 3°C e umidade
relativa do ar de 90 + 5, por 48 horas

Tempo de cura Teor de célcio (%)
(horas apos a inoculagio por tratamento’
do patdgeno) FAI FCI
0 1,14aB 1,39aA
12 1,14 aB 1,32bA
24 1,12aB 1,34 bA
48 1,14aB 1,31 bA

CV (%) =2,68

‘FAI (firutos feridos, tratados com 4gua, curados por 48 horas e inoculados com
esporos de Monilinia fructicola).

**FCI (frutos feridos, tratados com cilcio, curados por 48 horas e inoculados
com esporos de Monilinia fructicola).

'Médias seguidas de mesma letra mimiscula nas colunas e maitiscula nas linhas,
nio diferem entre si pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade.
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4.3.2.3 Grau de esterificagio de pectinas de parede celular (GE)

" |

As médias correspondentes a0 gran de esterificagio das pectinas de

parede celular de discos de tecido de péssegos, duranle o periodo de 48 horas de
cura, foram apresentadas na Tabela 17. :

A anilise estatistica (p < 0,01) evidencich que os fatores tempo,

tratamento, assim como a interagfo tempo x tratamento foram significativos
(Quadro 8 - anexo). |

TABELA 17. Valores médios do grau de estenﬁoaiqao de pectinas de parede
celular (GE) (% de tecido seco), obsei'vado em discos de tecidos |
de péssegos, submetidos aos tram,mentos FAI' ¢ FCI” e
annazenadosa25+3°Ceunudader iva doarde 90 + 5, por

48 horas
Tempo de cura Grau de esterifica¢dio thpectinasdeparede
(horas apés a inoculagio celular (GE) (%) por tratamento'
do patdgeno) FAI ll | FCI
0 28,82 cB A
12 31,77bB . 41,26aA
24 34,98 bB Y 42,00aA
48 48,69 aA h 41,60 aB
CV (%) = 14,97 |

3
"FAI (frutos feridos, tratados com 4gua, curados por 48 horas e inoculados com
esporos de Monilinia fructicola).

*FCI (frutos feridos, tratados com célcio, curados pox, 48 horas e inoculados
com esporos de Monilinia fructicola).

'Médias seguidas de mesma letra miniiscula nas col 'e maiiiscula nas linhas,
; ndo diferem entre si pelo teste de Tukey ao nivel de 5% probablhdade
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O GE aumentou em ambos os tratamentos, com valores mais elavados
frutos submetidos a aplicagio de cilcio no local do ferimento, exceto 48
horas apés a inoculagio com Monilinia fructicola.

O aumento no GE das pectinas da parede celular, observado nos dois
tratamentos (FAI e FCI), possivelmente tenha sido decorrente da sintese “ de
novo” de polimeros, a fim de repor os tecidos feridos mecanicamente, sendo
possivelmente, o processo de reposicio mais intenso mos frutos tratados com
célcio.

Knee (1978) sugere que a presenca de. polimeros de pectinas soliiveis,
com maior GE ¢ decorrente da sintese “de novo™, afim de substituirem aqueles
degradados.

Segundo Ferguson e Drobak (1988) o célcio ¢ capaz de elicitar uma série
de respostas intracelulares, fazendo a transmissio de estimulos externos em
eventos imediatos a metabélicos.

Portanto, é provavel que o cilcio tenha atuado elicitando a sintese de
poliuronideos de parede celular no sitio da injiria inoculado com a Monilinia
Jructicola.

4.3.2.4 Lignina associada a parede celular

As médias correspondentes ao teor de lignina associada 4 parede celular
em discos de tecidos de péssegos, durante o periodo de 48 horas de cura, foram
demonstradas na Tabela 18, Figura 19.

A anlise estatistica (p < 0,01).evidencion que o fator tempo foi
significativo (Quadro 8 - anexo).
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TABELA 18. Valores médios do teor de lignina associada a parede celular
(% de tecido seco), observado em discos de tecidos de péssegos,
submetidos aos tratamentos FAI' ¢ FCI'" ¢ armazenados a 25 +
3°C e umidade relativa do ar de 90 + 5%, por 48 horas

1

Tempo de cura Teor de lignina associada a parede tratamento
(horas apds a inoculago celular (%) por tratamento’
do patdgeno) FAI f FCI
0 1,08 ¢ ‘ 1,03b
12 1,66a l 1,59a
24 1,481 I 145a
48 1,49b i' 143 a

CV (%) =491

*FAI (frutos feridos, tratados com 4gua, curados por 48 horas ¢ inoculados com
esporos de Monilinia fructicola).
*FCI (frutos feridos, tratados com calcio, curados por 48 horas e inoculados !
com esporos de Monilinia fructicola).
'Médias seguidas de mesma letra miniiscula nas colunas e mailscula nas linhas,
ndo diferem entre si pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade.

A presenga do cdlcio no local de ferimento %nﬁo induziu a sintese de 3
lignina, uma vez que os teores foram &stansucamenfe semelhante nos tecidos
submetidos 4 aplicagio de 4gua ou de calcio, antes da inoculagdo. Entretanto, em
ambos os tratamentos, honveanmentonoteordeligninanaparedccelular a
partir de 12 horas apés a inoculagdo com o pal:ogeno, coincidente com a maior |
atividade da FAL (item 4.3.1.1) o que pode ser ambuiﬂa a presenca de esporos ;
de Monilinia fructicola no local de ferimento. \

Segundo Southerton e Deveral (1990), o auménto inicial dos niveis de
enzima FAL poderia estar associado com a exp "?da resisténcia, uma vez
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que, freqiientemente, se correlaciona com a formagdio de lignina em tecidos
doentes.

OBservou-seaindaqueosteomdeligninafomnoermdeduasm
superiores dqueles dos frutos submetidos a 48 horas de cura de ferimento (ensaio
2, item 4.2.2.5), porém sem inoculacdo.

Houve portanto, uma indugfio mais rapida nas respostas de resisténcia
pela presenga de esporos de Monilinia fructicola, do que pelo ferimento, quanto
a sintese de lignina.

Notou-se portanto, que os esporos de Monilinia fiucticola induziram a
sintese de lignina, independentemente da presenga do calcio.

De acordo com Vance, Kirk e Sherwood (1980) € com Adirkaram et al.,
(1992), a quitina presente na parede celular de fungos pode atuar como matriz
para a lignificagdo. Portanto, é possivel que os precursores de lignina tenham
reagido com os polimeros da parede celular dos fungos, ativando o sistema de
reconhecimento.

Em tecidos de raizes de cenoura feridos e infectados por Botrytis
cinerea, evidenciou-se a formag3o de barreiras formadas a partir de lignina e
suberina, apos 2 e 6 dias, respectivamente (Harding e Heale, 1980).

Em virtude das paredes celulares lignificadas apresentarem-se mais
resistentes ao ataque de enzimas, Brown e Balmore (1993) sugeriram que a
lignificacdo da hifa do patégeno no sitio da injiiria, poderia evitar o crescimento
da hifa fingica.

Smit ¢ Dubery (1997) formularam a hipétese de que a deposigio de
lignina ¢ as ligagdes cruzadas covalentes com os carboidratos e proteinas,
durante a sua polimerizagio, interferem na hidrolise enzimitica e na penetragio
mecénica do tecido vegetal por patdgenos fingicos, podendo impedir também o
movimento de agua e moléculas difusiveis entre a planta ¢ o fungo.
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Observou-se também que as células vegetais colocadas em contato com‘
elicitores provenientes de fungos, apresentavam uma elevagio do calcio’
citosdlico, induzindo 2 sintese de proteinas associadas a patogénese (Knight et
al,, 1991). .
Pode-se supor portanto, que no presente estu!do, apesar dos tratamentos
agua e calcio, aplicados no ferimento dos péssegos, n%o terem fornecido resposta |
significativamente diferentes com relagdo a sintese d'I lignina, possivelmente os
ions calcio tenham se ligado aos polissacarideos da parede celular dos péssegos,
ou mesmo das hifas fingicas, atuando de forma a reduzirem o alastramento do |
patogeno. Estes resultados sdo suportados pela constatagdo da reducdo tanto da
area lesionada, quanto do indice de doenga, ocorrid!a no presente estudo, nos
frutos tratados com célcio, conforme descri¢io no item4.4.1.

Provavelmente, ao serem colocadas em contato com esporos de
Monilinia fructicola, as células localizadas no fenm%,nto dos frutos de péssego
que haviam recebido o tratamento exdgeno com @dlcio;,' apresentaram uma maior

elevagio do calcio citosdlico, ativando conseqﬁentemente, as proteinas
associadas a patogénese, que poderiam também ter atuado na resisténcia dos
frutos tratados com calcio, em relagdo aos tratados com agua.

4.4 Grau de resisténcia dos tecidos ao daenvoi_vimento de lesGes pela

Monilinia fructicola r : |

"

4.4.1 Area lesionada pela podridio parda e indice de doenga

As médias correspondentes as ireas lesionadas ?pela podridio parda de

115




péssegos, durante 72 horas apds a inoculagio com esporos do patdgeno, foram
apresentadas na Tabela 19.

A anilise estatistica (p < 0,01) evidenciou que os fatores tempo,
tratamento, assim com a interac3o tempo x tratamento foram significativos
(Quadro 9 - anexo).

As éreas lesionadas pela podridio parda dos péssegos, apresentaram
aumento com o decorrer do tempo, apds a inoculagio dos ferimentos, sendo
maiores em frutos previamente feridos e tratados com agua, em relagio aqueles
feridos e tratados com célcio.

TABELA 19. Valores médios da érea lesionada pela podridio parda (cm?),
observadas em péssegos, submetidos.aos tratamentos SF*, FAI"
e FCI"" e armazenados 4 25 + 3°C ¢ umidade relativa do ar de 90

+ 5 por 48 horas

Tempo apds a inoculagio Area lesionada pela podridéio parda (cm?)

do patégeno por tratamento'
(horas) SF FAI FCI
24 0aA 0,03 cA 0 bA
48 0aB 5,16 bA 1,27bB
72 0aC 8,68aA 5,7 aB

*SF (frutos sem ferimento).

**FAI (frutos feridos, tratados com agua, curados por 48 horas e inoculados com
esporos de Monilinia fructicola).

***FCI (frutos feridos, tratados com calcio, curados por 48 horas e inoculados
com esporos de Monilinia fructicola).

'Médias seguidas de mesma letra miniiscula nas colunas e maigscula nas linhas,
ndo diferem entre si pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade.

116



Em virtude do enrijecimento do tecido vegetal, produzido pelo cilcio,
pde-se evidenciar uma redugio de 34,33% na drea lesionada de frutos tratados
com o ion e inoculado com esporos de Monilinia fructicola, (FCI), em relat;a?'c;
aos frutos tratados com agua (FAI). : ‘

No que diz respeito ao indice de doenga (ID) (Tabela 20), observou-se::
uma redugéio de 19,29% no indice de doenga nos frutos previamente tratados
com célcio, em relagiio aqueles tratados com agua. i

E sabido que o célcio pode atuar, também, como mensageiro secundério -
na tradugdo de sinais. A percepcdo dos mesmos ocorréﬁaapartir de receptores e “
efetores localizados na célula, desencadeando as respostas (Bush, 1993). 1

Com o aumento dos niveis do calcio, ocorreria%a formagdo de complexos
calcio-proteinas alvo, que regulam a atividade de efetores de proteinas, o que
determinaria, por sua vez, a resposta da célula (Bush, 1993).

;a

TABELA 20. indice de doenq.a (%), observado em possegos submetidos aos
tratamentos SF', FAI'"" ¢ FCI™ e armbzenados a 25 + 3°C e

umidade relatlva doarde90+5
lndxce de doenga (%)
Tempo de cura por ento’
(horas apés a inoculagio do patdgeno) SF . FAI FCI
¥
72 0 ' ‘74,29 55,00

*SF  (frutos sem ferimento).
*+FAl (frutos feridos, tratados com agua, curados por 48 homs ¢ inoculados com
esporos de Monilinia fructicola). !
***FCI (frutos feridos, tratados com calcio, curados por - 48 horas ¢ inoculados '
com esporos de Monilinia fructicola). } ]
'Médias seguidas de mesma letra miniscula nas colunas @ maiiscula nas linhas, |
néo diferem entre si pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de Trobalgxhdade ’
{
| I

117 \ |



Portanto, pode-se supor que o efeito do cilcio na redugio da drea de
infecgdo, assim como no indice de doenga, possivelmente tenha sido resultante da
formagdio de uma barreira mecinica, por se ligar a grupos carboxilicos dos
polimeros de poligalacturonatos, na parede celular do hospedeiro, levando a uma
maior coesdo entre as células, retardando consequentemente a atividade de
enzimas degradativas de parede celular liberadas pelo fungo, em virtude de
tornarem as células mais resistentes & maceragdo, conforme preconizado por
Mascarenhas (1977), Chéour et al. (1992) e Wang et al., (1993).

Possivelmente, o fomecimento do calcio exégeno tenha levado a um
maior numero de ligagdes entre o calcio e as proteinas alvo, desencadeando
respostas celulares mais répidas, diante do ataque de patogenos, impedindo mais
rapidamente o alastramento da doenga (Knight et al., 1991).

Por outro lado, o cilcio poderia induzir também a formagio de uma
barreira quimica, com a sintese de fitoalexinas, conforme sugerido por Ishihara
et al.(1996).

Pode-se inferir ainda, como discutido anteriormente, (item 4.3.2. 1), que o
calcio aplicado poderia ter induzido a alteragfio da composigio de aglicares
neutros liberados da parede celular dos tecidos feridos de péssegos, dificultando
a aglo de enzimas fiingicas, em decorréncia da nfio especificidade das enzimas
para os agiicares da parede dos frutos. Poderia, também, ter ocorrido a liberacsio
de determinados agiicares da parede dos frutos, para o meio que poderiam
reduzir, ou mesmo inibir o crescimento da Monilinia fructicola.

Moraes (1992) menciona que se a planta alterar a mistura de aglicares
ou polissacarideos da parede celular, poderd haver uma alteragfio qualitativa e/ou
quantitativamente a producfio de enzimas degradantes dos polissacarideos do
hospedeiro, podendo resultar num desenvolvimento abortivo do patogeno,
podendo assim tornar a planta resistente ao mesmo.
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A influéncia da alteragio do meio ambiente do patogeno na
patogenicidade foi demonstrada por Moline e Grosé (1984) que estudando o
crescimento de 5 fungos patogénicos em meio contendo monossacarideos
liberados da parede celular, verificaram que a Mo de esporos de
Monilinia fructicola foi completamente inibida por 5 a 50 uM de galactose e 0
crescimento das coldnias inibido por acido galacturénico e xilose.

De acordo com Pan, Ye ¢ Kué (1992) existem evidéncias de que a
susceptibilidade ou a resisténcia a uma determinada d1 ¢a ¢ determinada nio
pela presenca ou auséncia de genes para os mecanismos de resisténcia, mas pela
rapidez ou magnitude com a qual a informagdo genénca ¢ expressa. Essa
evidéncia ¢ suportada por pesquisas que evidenciaram qué a resisténcia, pode ser
induzida, sistematicamente, em plantas susceptiveis ﬁelo uso de -elicitores
bidticos ou abiéticos (Kus e Rush, 1985; Tuzun e Kué, 1989).

Isto sugere portanto, que a lignificagio nio sejé, provavelmente, um
. fator decisivo nos estadios iniciais da resposta de defesa, porém poderia reforgar
| amisténciadephnﬂsemestédiosmaistardiosouéhlinfeccaesquese
| tomassem estabilizadas em vérios dias (Matern, Grimmig ¢ Kneusel, 1995).

r De acordo com Matern, Grimmig ¢ Kneusel (1995)4@ reforco da parede
?; celular com lignina poderia conferir resisténcia, apenas se a lignificagio
% ocorresse rapidamente, com o avango do ingresso da hifa ﬁmgtca.
: Em sintese, a maior resisténcia a infecgio fiingica, qeorrida nos frutos
 tratados com cdlcio, pode ter sido decorrente da asdo do clcio na transmissdo de
. sinais, percebidos a partir de proteinas receptoras e efetoras presentes na
p{_ membrana plasmética, desencadeando respostas de defesa. |
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5 CONCLUSOES

e Os péssegos da cv Biuti utilizados no experimento apresentaram boas
caracteristicas de qualidade até 4 dias de armazenamento a 25° + 3°C e 90 + 5%
de umidade relativa.

* A atividade das fenilalanina amdnia-liase (FAL), polifenoloxidase (PFO) e
peroxidase (POD), foi estimulada, em péssegos, pelo ferimento mecanico.

* O pico de atividade das enzimas de péssego (FAL, POD ¢ PFO), foi retardado
pela aplicagdo de cloreto de calcio a 1%, no local do ferimento mecénico.

e A aplicagdo de cloreto de cilcio 2 1% no local do ferimento mecanico,
promoveu uma sintese de agiicares neutros e reduziu o grau de esterificagio das
pectinas da parede celular de péssegos, em relagio aos frutos tratados com agua.



¢ Os acticares neutros predominantes na parede celular dos péssegos foram a
arabinose, galactose e a glicose.

® O ferimento mecinico, induziu a sintese de lignina, independentemente da
aplicacdo de cloreto de calcio no local da injuria.

* A inoculagdo de esporos de Morilinia fructicola em ferimentos de péssegos,
curados por 48 horas a 25 + 3°C e UR de 90 + 5%, antecipou € induziu o aumento
da atividade das enzimas FAL, POD e PFO.

* A indugdo da atividade das enzimas FAL, POD e PFO pela inoculagio do
patogeno em ferimento mecénico, curado por 48 horas a 25 + 3°Ce UR de 90 +
5%, foi reduzida pela aplicagio de cloreto de calcio a 1%.

o A aplicagdo de cloreto de célcio a 1% em ferimentos \de péssego, curados por
48 horas, e posteriormente inoculado com esporos de Monilinia fructicola,
reduziu em 34,33% a rea lesada pela podridio parda, ¢.em 19,29% o indice de
infecgdo dos péssegos, quando comparados aos frutos uaédos com agua.

i
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CONSIDERACOES FINAIS

Informagdes precisas acerca das respostas de plantas a ferimentos, sdo
essenciais para o entendimento dos processos que facilitem ou interfiram no
desenvolvimento de patologias, em decorréncia de muitas doengas, causadoras de
grandes perdas econGmicas, serem induzidas por patégenos que penetram nos
tecidos vegetais através dos ferimentos.

O estudo dos mecanismos envolvidos no processo de cura de ferimentos e
resisténcia dos tecidos vegetais a pat6genos, é essencial para o controle de varias
patologias pés-colheita, uma vez que possibilitard desenvolver técmicas
especificas, visando a diminuigdo das perdas, melhoria da qualidade, queda nos
custos de produgéio e aumento da disponibilidade de frutos comercializiveis,

Neste estudo, ao se fazer um ferimento mecanico dos frutos, buscou-se
simular uma situagio que normalmente ocorre durante a colheita, transporte ou
mesmo comercializagdo dos frutos, utilizando-se o cilcio, ion de grande
aplicabilidade na pés-colheita de frutos.



Outros trabalhos poderiam ser conduzidos utilizando-se outras fontes de
célcio, como o nitrato de calcio. Algumas literamras relatam que o nitrato de
célcio apresenta-se menos eficiente do que o cloreto de célcio na penetragdo pela
cuticula. Todavia, em virtude de trabalhos na mesma linha de pesquisa do
presente estudo, aplicar o cilcio diretamente dentro de ferimentos, possivelmente
nfio ocorriam problemas, sendo inclusive, interessante o estudo do efeito conjunto
do calcio e do nitrogénio (nitrato de cilcio), tanto na cura quanto na resisténcia de
péssegos & Monilinia fructicola. Paralelamente, nivei; de célcio superiores a 1%
poderiam também ser testados.

Sugeriria também, estudos que envolvessem 1a utilizagdo de poliaminas,
uma vez que estas, por serem cations, atuam de for;am semelhante ao calcio a‘
nivel de membrana e parede celular. |

Conjuntamente, o estudo histoquimico dos"i? tecidos circundantes ao
ferimento, utilizando microscopia eletronia, podeﬁa fornecer informagdes |
importantes com relagio a formacgdo de lignina, ass?mcomoaassociagﬁodo}
cdlcio e/ou poliaminas & parede celular. 'i

Finalmente, poderiam ser desenvolvidos, €studos que envolvessem -
ionoforos de célcio. Desta forma, poder-se-ia avaliar a real contribuigio do célcio
fornecido exogenamente como mensageiro secundirio ﬁa elicitacdo de respostas
de defesa. !' |
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FIGURA 1. Desenho esquematico do suporte inoxidavel, contendo um estilete de

3,0mm de altura por 2mm de didmetro, utilizado para ferir
mecanicamente os frutos
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FIGURA 2. Desenho esquemitico do perfurador inaxigllsé;fl apresentando 8,0mm
de diémetro, utilizado para a obtengdio de discos de tecido dos frutos
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FIGURA 3. Desenho esquemitico de um péssego, evidenciando os raios:
superior (S), inferior (I), direita (D) ¢ esquerda (E), utilizados para
2 avaliagdo da drea lesionada pela Monilinia fructicola
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QUADRO 1. Anilise de variincia para a caracterizagdo fisica de péssegos:
massa do fruto (g) (MF); massa do carogo (g) (MC); relago
polpa carogo (P/C); massa especifica (ME); didmetro longitudinal
(cm) (DL); didmetro transversal (cm) (DT), textura (N) (T).

Causas de GL MF MC P/C ME DL DT T
Variacdo

Tempo 7] ** NS NS % % NS ¢
Residuo 6

Total

CV (%) 671 515 642 621 3.89 495 421

QUADRO 2. Anilise de varifincia para a perda de massa (PM) (umidade) de

péssegos.
Causas de variagio GL . PM
Tempo 11 . **
Tratamento 2 *%
Tempo x Tratamento 22 ns
Residuo 108 |
Total 143
CV (%) =17.85
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QUADRO 3: Anilise de anilise de varidncia para os componentes fisico-

quimicos de péssegos: potencial hidrogeniénico (pH); solidos
soliveis (%) (SS), relagdo sélidos soliiveis/acidez total titulsvel
(SS/ATT) e quimico: acidez total titulsvel (% écido citrico)
(ATT). .

Causas de variagio GL pH SS SS/AAT ATT
Tempo 2 hd NS NS NS
Residuo 6

Total

CV (%) 3,05 1,81 6,59 8,18

QUADRO 4. Anilise de varidncia para a atividade das enzimas fenilalanina

amdnia-liase (FAL), polifenoloxidase (PFO) e peroxidase (POD),
de discos de tecidos de péssegos.

Causas de variagdo GL FAL PFO POD
Tempo 5 ** ** *%
Tmento 2 *% *% *¥
Tempo x Tratamento 10 ** ** **
Residuo 36

Total

CV (%) 3,30 6,81 2,63
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QUADRO 5. Anilise de varidncia para a composigio de aglicares neutyos totais
nio celuldsicos de parede celular de discos de tecidos de péssegos

i

Causasde variagio GL RHA FUC ARA XII}) MAN GAL GLI
Ternpo 4 *% *% *$ ** *% ** *%
Tratamento 2 NS NS * NS NS #
Tempo x Tratamento 8 NS NS * NS #
Residuo 30 ;

Total

CV (%) 1628 6741 9,71 1352 1187 134 10,76

QUADRO 6. Anilise de varidncia para parede celular: agiicares neutros totais
ndo celulésicos, calcio ligado, grau de esterificagio das pectinas e
lignina associada de discos de tecidos dé péssegos.

i

Causasde variagio GL  Agicares Calcio :© Graude Lignina
neutros  ligado  metilacio
’I‘empo 4 *% *% 2 NS
Tempo x Tratamento 8 i NS ** NS
Residuo 30
Total |
CV (%) 4,648 5,168 | 8,083 18,402
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QUADRO 7. Anahse de varidncia para a atividade das enzimas fenilalanina
aménia-liase (FAL), polifenoloxidase (PFQ), peroxidase (POD),
de discos de tecidos de péssegos inoculados com esporos de

Monilinia fructicola.
Causas de variagio GL FAL PFO POD
Tempo 4 *% ** *%
Tlatamento 2 *% *E *%*
Tempo x Tratamento 8 ** = **
Residuo
Total
CV (%) 5,036 2,195 4,792

QUADRO 8. Analise de variincia para de parede celular: agiicares neutros totais
nio celuldsicos, cilcio ligado, grau de esterificaciio das pectinas, e
lignina associada a parede celular de discos de tecidos de péssegos
inoculados com esporos de Monilinia fructicola.

Causas de variagio GL Agticares Cilcio Graude Lignina
neutros ligado metilacdo

Tempo 4 ¥ & NS %

Tratamento 2 ** * NS NS

Tempo x Tratamento 8 > ** NS NS

Residuo 30

Total

CV (%) 4,645 2,683 14,972 4,906
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QUADRO 9. Anilise de varidncia da area dos péssegos lesionada pela Monilinia
Jructicola

Causas de variagio GL - Area lesionada

*%

Tempo

Tratamento

Tempo x Tratamento

Residuo 27
Total

CV(%)=1,108

*%

**

QUADRO 10. Analise de variancia do indice de doenca de péssegos infectados
com esporos de Monilinia fructicola
;

Causas de variagdio GL | Resisténcia
Tempo 2 **
Tratamento 2 **
Tempo x Tratamento 4 *k
Residuo 27

Total

CV (%) = 40,849 I
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