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RESUMO

ROCHA NETO, A. C. Mecanismos de acdo do acido salicilico no
controle do bolor azul (Penicillium expansum) em frutos de maca.
Floriandpolis; 2014. [Dissertacdo de Mestrado — Programa de Pos-
graduagdo em Biotecnologia e Biociéncias da UFSC].

O bolor azul causado por P. expansum ¢ uma doenca de grande
importancia em pos-colheita de frutos de maca, sendo considerada nos
paises produtores a doenga mais importante na perda da qualidade e
quantidade dos frutos armazenados. A aplica¢do de acido salicilico (AS)
em pos-colheita de frutos pode representar uma eficiente forma de
controle alternativo de doengas. Este trabalho objetivou avaliar o efeito do
AS no desenvolvimento do fitopatdogeno e da doenca visando a protecao
dos frutos de maca cv. Fuji das categorias 1, 2 e 3 contra o bolor azul,
além de elucidar os mecanismos de acdo pelo qual o AS poderia atuar. In
vitro, esporos de P. expansum tiveram sua germinacdo reduzida em 80%
quando o AS foi aplicado a 0,5 mM, chegando a 100% de inibicdo a uma
dose de 2,5 mM em contato com os esporos por 60 minutos, equivalendo-
se ao cloro ativo. A atividade antimicrobiana do AS foi dependente do pH
da solu¢@o, com maior reducao da germinagdo de P. expansum em pH em
torno de 3 e perda total da atividade quando o pH foi elevado a 6. Com o
aumento do tempo de contato do AS a 2,5 mM com os esporos, notou-se
um aumento linear na liberag@o de espécies reativas de acido tiobabitirico
(ATB), atingindo um valor maximo de 6000 pmol de ATB por mg de
proteina apds 120 minutos de contato. De forma semelhante, apos a
exposicao do micélio de P. expansum ao AS (2,5 mM) por 120 minutos,
observou-se um extravasamento de 3,2 pg de proteina soliivel por g de
micélio, duas vezes maior do que o apresentado pelo micélio do fungo
submetido ao tratamento com Aagua destilada. Tais resultados
corroboraram os obtidos por microscopia de fluorescéncia e eletronica de
transmissdo, evidenciando danos do AS associados a membrana
plasmatica do fungo sem, por outro lado, afetar sua parede celular.
Quando aplicado nos frutos de magd, o AS apresentou apenas efeito
erradicante, reduzindo a incidéncia do bolor azul em até 100% no
tratamento em que os esporos de P. expansum permanecerem em contato
por 30 min em solugdo de AS (2,5 mM) antes da imersdo dos frutos. A
atividade de peroxidases, polifenoloxidases e glucanases dos frutos, assim
como o teor de compostos fenolicos e de flavonoides foram pouco
influenciados pelo tratamento com o AS a 2,5 mM ou pela inoculagao
com o fitopatdogeno durante as primeiras 80 h, sem diferir também entre as



categorias de maga. Nas caracteristicas fisico-quimicas dos frutos, o AS a
2,5 mM promoveu a manutengdo da massa, dos teores de so6lidos soluveis
e da acidez titulavel nas macas a valores proximos aqueles encontrados no
inicio do experimento, contra alteragdes de até 50% nos frutos da
testemunha. Os resultados do presente estudo mostram a capacidade do
AS de controlar doencas pos-colheita como o bolor azul, principalmente
através dos danos a membrana plasmatica de P. expansum, e de
proporcionar a manutencao das caracteristicas fisiologicas dos frutos de
magca, possibilitando um aumento no tempo de prateleira.

Palavras-chave: Acido salicilico. Controle alternativo. Danos de
membrana. Fisico-quimica. P. expansum. Proteinas relacionadas a
patogénese. Pos-colheita.



ABSTRACT

ROCHA NETO, A. C. Mechanisms of action of salicylic acid for the
control of blue mold (Penicillium expansum) on apple fruits.
Floriandpolis, 2014. [Dissertation - Graduate Program in Biotecnology
and Bioscience UFSC].

The blue mold caused by P. expansum is a disease of great importance
in apple post-harvest, being considered the most important disease in the
loss of quality and quantity of stored fruits in producing countries. The
application of salicylic acid (SA) in postharvest fruit can be an efficient
form of control the disease alternatively. This study evaluated the effect
of AS on the pathogen and disease development, by protecting the apple
fruit of categories 1, 2 and 3 against the blue mold, besides elucidating
the mechanisms by which AS could act. In vitro, spores of P. expansum
had their germination reduced by 80 % when AS was applied at 0.5
mM, reaching 100 % of inhibition at a dose of 2.5 mM in contact with
the spores for 60 minutes, equivalent to the active chlorine. The
antimicrobial activity of AS depends of the pH of the solution,
exhibiting total reduction of the P. expansum germination in pH around
3 and a total waste of activity when the pH was raised to 6. With the
increase of the time of contact between the spores and AS (2.5 mM), a
linear increase in the release of thiobabituric acid reactive species was
noted, reaching a maximum of 6000 thiobabituric acid per pmol per mg
protein after 120 minutes of contact. Similarly, after exposure with AS
at 2.5 mM for 120 minutes, there was a leakage of 3.2 mg of soluble
protein per g of the mycelium of P. expansum, twice greater than that
presented by mycelia treated with distilled water. These results
corroborate to those obtained from fluorescence and transmission
electron microscopy, showing that the damage was associated with the
plasma membrane of the fungus without, moreover, damaging its cell
wall. When applied in apple fruit, AS (2.5 mM) only showed eradicative
effect, reducing the incidence of the blue mold by up to 100% in the
treatment in which the spores of P. expansum remain in contact for 30
minutes in a AS (2.5 mM) solution after the fruits immersion. The
activity of peroxidases, polyphenoloxidases, glucanases and
accumulation of phenolic compounds and flavonoids were little
influenced by AS treatment or inoculation with the pathogen during the
first 80 hours without differ between apple categories. Considering the
physico-chemical characteristics of fruits, AS at 2.5 mM promoted the
maintenance of mass, soluble solids and titratable acidity util the end of



the experiments, against changes of 50% in the fruits treated with
control-treatment. The results of this study show the ability of AS to
control postharvest diseases such as blue mold, mainly through damage
to the plasma membrane of P. expansum and providing maintenance of

the physiological characteristics of apple fruit, allowing an increased
shelf life.

Keywords: Alternative control. Membrane damage. Pathogenesis-
related proteins. Penicillium expansum. Physical chemistry. Postharvest.
Salicylic acid.
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APRESENTACAO

As frutas s3o alimentos de grande importancia nutricional, sendo
excelentes fontes de agua, vitaminas, sais minerais, fibras e compostos
bioativos. Um dos desafios atuais no ambito das cadeias produtivas de
frutos € a ampliacao do consumo per capita da fruta in natura e de seus
derivados. No Brasil, o consumo de frutos in natura é na ordem de 57
kg de frutas/pessoa/ano, muito abaixo do recomendado pela OMS, que
sugere um consumo de 146 kg de frutas/pessoa/ano (OMS, 2005). Nessa
perspectiva, a ma¢a ¢ um importante fruto, sendo a terceira fruta mais
consumida pelas familias brasileiras, perdendo apenas para a banana e
frutas citricas (IBGE, 2012).

A maga ¢ o fruto da macieira (Malus domestica), muito apreciada
desde a antiguidade e costumeiramente retratada como “o fruto” da
arvore do bem e do mal. Atualmente, essa cultura é de grande
importancia no mercado mundial, atingindo cerca de 70 milhdes de
toneladas produzidas em 6 milhdes de hectares cultivados em 2010,
sendo crescente o seu volume vendido aos principais centros
consumidores mundiais. No mercado de produgdo de frutos, dos cerca
de noventa paises produtores de maca, vinte sdo responsaveis por
aproximadamente 85% da produgdo mundial. O Brasil € o 9° nesta lista
(FAO, 2011).

Diversas sdo as causas das perdas dos frutos de maga, sendo as
principais relacionadas ao incorreto manuseio dos frutos desde a
colheita ao processamento, resultando no esmagamento dos seus tecidos
e propiciando o aparecimento de doengas fungicas (RESENDE &
MACHADO, 2000).

Nesse sentido, estimam-se perdas na ordem de 20% do total
produzido, dependendo do ano e da cultivar em questdo (MARTINS et
al., 2007). Devido a alta suscetibilidade da maca ao fungo Penicillium
expansum, ¢ comum a utilizacdo de grandes quantidades de produtos
quimicos em pré e em pos-colheita. Por outro lado, a aplicagdo
indiscriminada de agrotoxicos, além de aumentar o custo de produgao,
causa diversos impactos ambientais, danos aos seres vivos, além do
favorecimento da selecdo de ragas resistentes aos ingredientes ativos. De
acordo com Janisiewicz (1996), Campanhola & Bettiol (2003),
Sanhueza et al., (2003), Yu & Zheng (2006) e Stadnik (2009) a
producdo de alimentos livres de residuos toxicos tem aumentado durante
os ultimos anos, inclusive devido a restricio ao uso de produtos
quimicos no processo de pds-colheita de frutos para consumo in natura.
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Dessa forma, inimeras sdo as pesquisas que vém sendo realizadas
para a obtencdo de métodos alternativos de controle dos fitopatdogenos,
com substdncia menos agressivas ao ambiente, que apresentam efeito
antimicrobiano ou mesmo sendo capazes de induzir resisténcia a partir
da ativacdo dos mecanismos de defesa latentes, tais como os compostos
fenodlicos.

Os compostos fendlicos fazem parte de uma das principais
classes de metabolitos secundarios em vegetais (TAIZ & ZEIGER,
2004), sendo muito importantes tanto para as plantas como para os seres
humanos, protegendo-as contra fatores de estresse bioticos e abioticos e
trazendo beneficios a saude humana, prevenindo o desenvolvimento de
cancer, doengas cardiacas, além de Alzheimer e disfungdes urinarias
(RUIZ-GARCIA & GOMES-PLAZA, 2013).

Dentre eles, pode-se destacar o acido salicilico (AS): um &cido
monohidroxi benzodico, presente em todas as plantas, em menor ou
maior escala, com caracteristicas analgésicas e anti-inflamatorias, além
de ser capaz de prevenir doencgas cardiovasculares, desenvolvimento de
cancer ¢ doengas cronicas, como as auto-imunes, sendo ainda um dos
acidos fenolicos mais promissores como alternativa ao controle de
doengas, em pré e pos-colheita pelo seu potencial antimicrobiano e de
elicitar respostas de defesa, além da capacidade de manutencdo das
caracteristicas fisico-quimicas dos alimentos (ALI et al., 2013; CID et
al., 2014).

Por exemplo, Shabana et al. (2008) observaram a completa
inibi¢do do crescimento in vitro do fungo Bipolaris oryzae quando em
contato com o acido salicilico a 9 mM. Por outro lado, estudos vém
demonstrando que o 4acido salicilico possui, além da acdo
antimicrobiana, potencial elicitor de moléculas de defesa, sendo capaz
de aumentar, por exemplo, a atividade de B-1,3 glucanases e quitinases
em plantulas de feijdo, resultando em uma menor severidade da doenca
causada por Colletotrichum lindemuthianum e, consequentemente,
retardando a velocidade de crescimento das lesdes (CAMPOS et al.,
2009). Além disso, quando aplicado exogenamente, o AS prolongou o
tempo de prateleira e manteve os atributos nutricionais de frutos de
cereja através da inibicdo dos mecanismos de senescéncia e maturagdo
(YAO & TIAN, 2005).

Dessa forma, o objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito do
acido salicilico para o controle do bolor azul da maca, bem como avaliar
o mecanismo de agdo e o potencial elicitor deste composto fendlico. O
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trabalho esta organizado em trés capitulos, compreendendo um capitulo
tedrico e dois experimentais.






OBJETIVOS
Objetivo Geral

Avaliar o efeito do acido salicilico (AS) sobre o fungo
Penicillium expansum e na prote¢do dos frutos de maca de diferentes
categorias contra o bolor azul.

Objetivos Especificos

* Verificar o efeito de diferentes doses do 4cido salicilico sobre o
crescimento in vitro de Penicillium expansum, observando a
influéncia do intervalo de exposicdo do fitopatdogeno ao AS;

* Avaliar os mecanismos de acdo antifiingica do 4cido salicilico
sobre Penicillium expansum;

* Verificar o efeito de diferentes doses do acido salicilico sobre o
a incidéncia e a severidade do bolor azul em frutos de maga de
diferentes categorias;

* Observar a influéncia do 4cido salicilico em parametros
fisiologicos: acidez titulavel, solidos soliiveis e perda de massa
dos frutos de maga de diferentes categorias;

* Determinar a atividade de peroxidases, polifenoloxidases,
glucanases, assim como o teor de compostos fenolicos totais, o
conteudo e as concentragdes de compostos fenolicos e os teores
de flavonodides em frutos de macd de diferentes categorias,
tratados com 4cido salicilico e desafiados com Penicillium
expansum.






HIPOTESES

O 4cido salicilico ¢ capaz de reduzir a incidéncia do bolor azul
em frutos de maga das diferentes categorias;

O 4cido salicilico possui acdo antiflingica sobre os esporos de
Penicillium expansum;

O 4cido salicilico preserva as caracteristicas fisioldgicas dos
frutos de maga;

O acido salicilico ativa os mecanismos de defesa e as respostas
bioquimicas dos frutos de macd relacionados a patogénese,
além de conservar as caracteristicas fisico-quimicas dos frutos
de maga.






CAPITULO 1 - CARACTERIZACAO DO PATOSSISTEMA E
MEDIDAS ALTERNATIVAS DE CONTROLE DE DOENCAS

1. A CULTURA DA MACIEIRA E O BOLOR AZUL
1.1. Aspectos historicos, botanicos e fisiologicos da maca

A macieira tem como centro de origem a regido entre o Caucaso,
cadeia de montanhas da Asia com altitudes de 2000 m, e o leste da
China. O inicio do cultivo se deu possivelmente pelos gregos, mas foi
no Império Romano que a cultura foi amplamente difundida. Nos dias
atuais mais de 7 mil variedades de macas sdo cultivadas, sendo que
apenas 40 delas possuem importancia economica (BLEICHER, 2002).

A macieira, Malus domestica, ¢ uma planta da familia Rosaceae,
com cerca de 100 géneros e mais de 2000 espécies espalhadas por todo
o mundo. A macieira pertence a subfamilia Pomoideae, caracterizando-
se por possuir um receptaculo profundo em forma de taga, cujas paredes
inferiores se unem aos carpelos que, por sua vez, unem-se entre si,
contendo geralmente dois 6vulos. Seu fruto ¢ um pomo, constituido por
um receptaculo carnudo e desenvolvido, envolvendo os ovarios de
endocarpo coridceo, contendo uma unica semente. As plantas sdo
arvores lenhosas, de clima temperado, com folhas simples, alternadas e
caducas, de flores hermafroditas brancas ou rosas (LUCHI, 2002).

Para o cultivo comercial da macieira, diversos fatores devem ser
levados em consideracdo, tais como temperatura, umidade relativa,
vento, pluviosidade, insolacdo, tipos de solo, topografia, entre outros.
Dentre tais elementos, a temperatura ¢ de longe o mais critico,
influenciando ndo apenas o periodo de dorméncia da planta, mas
também a fase de crescimento vegetativo. Nesse sentido, tanto as
temperaturas de inverno, como as da primavera e verdo sdo importantes,
ja que podem influenciar diretamente o desenvolvimento da cultura.
Com isso, temperaturas na faixa de 21°C durante a fase vegetativa sdo
indispensaveis para que as plantas reiniciem um ciclo normal, sem
anomalias na brotagdo e floragdo. Por outro lado, quando o frio ndo ¢é
suficiente para a superagdo de dorméncia das plantas, diminuindo a
concentragdo dos inibidores de crescimento e garantindo uma
frutificacdo uniforme, métodos artificiais podem ser utilizados, como a
aplicacdo de produtos quimicos, a exemplo do 6leo mineral associado a
cianamida hidrogenada (PETRI, 2002).

Fuji e Gala estdo entre as principais cultivares produzidas no
Brasil ¢ no mundo. A Gala ¢ uma das cultivares que mais vem
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crescendo em popularidade ao redor do globo, devido a sua alta
qualidade gustativa e boa aparéncia dos frutos. Esta tem sua origem na
Nova Zelandia, adaptando-se facilmente em regides com altitudes acima
de 1.300 m, sendo necessario a utilizacdo de métodos artificiais para a
superagdo de dorméncia em regides de menor altitude. E uma cultivar
precoce, com inicio da colheita entre a segunda quinzena de janeiro e a
segunda quinzena de fevereiro, que sofre pouca alternancia de producao
e que apresenta maturacdo dos frutos desuniforme. Seus frutos sdo de
coloracdo vermelho-rajado sob fundo amarelo, liso e brilhante, de
tamanho médio a pequeno, de formato cdnico e polpa crocante e
suculenta. Frutos sombreados, contudo, se tornam pouco coloridos. E
muito suscetivel a sarna (Venturia inaequalis) ao bolor azul (P.
expansum) € a outras doencas, como a podriddo amarga (Colletotrichum
gloeosporioides). Em camara fria, os frutos podem ser conservados por
até 3 meses sem perder seu sabor e textura, ao passo que em condicdes
de atmosfera controlada, este prazo se estende por até 5 meses
(CAMILO & DENARDI, 2002).

Por outro lado, a cultivar Fuji esta listada entre as quatro
cultivares mais promissoras no contexto mundial, devido as suas
excelentes qualidades organolépticas e alta produtividade, sendo
responsavel por mais de 40% das vendas no mercado mundial. Essa
cultivar surgiu no Japdo e foi introduzida no Brasil no ano de 1967. E
uma planta vigorosa, altamente produtiva, tardia em comparagdo a
precocidade da ‘Gala’, e muito exigente em frio hibernal, necessitando
da superacdo de dorméncia por mecanismos artificiais em altitudes
inferiores a 1.300 m. Seus frutos sdo de tamanho médio a grande,
arredondados a oblongos, sendo achatados e menores em regides com
altitudes inferiores a 1.300 m. Sua epiderme ¢ fina, de coloracdo rosa -
pélida, com cor de fundo amarelada quando préoximo ao ponto de
maturagdo. A polpa ¢ fortemente aromatica, de textura firme, crocante e
suculenta. E suscetivel & podriddo amarga (Glomerella cingulata) e ao
bolor azul (P. expansum). De forma semelhante a cultivar Gala, os
frutos podem ser armazenados em camaras frias ou sob condi¢des de
atmosfera controlada, por periodos de at¢ 6 ou 12 meses,
respectivamente (CAMILO & DENARDI, 2002).

A velocidade de crescimento, forma e tamanho dos frutos, tempo
e homogeneidade de matura¢do variam de acordo com a cultivar a ser
plantada e o local em que sera estabelecido o pomar. Nesse sentido, o
fruto em seu desenvolvimento fisiolégico passa primeiramente por um
aumento do metabolismo e respiragdo devido ao intenso processo de
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divisdo celular. Posteriormente, ha uma diferenciagdo dos tecidos,
havendo um aumento no tamanho total das células, proporcionando um
crescimento dos frutos. Em seguida, had maturacdo fisioldgica e, por fim,
ocorre a maturacdo comercial do fruto, com a oxida¢do de acidos
organicos e hidrolise do amido, juntamente com a modificagdo da
coloracdo da epiderme e producdo de antocianinas e carotenoides,
variando de acordo com cada cultivar e as condicdes a que estdo sujeitas
(LUCHI, 2002). Assim como outros frutos climatéricos, a mag¢a sofre
um rapido aumento da taxa respiratoria e sintese de etileno depois de sua
maturagdo fisioloégica, quando armazenados a temperatura ambiente,
apresentando uma alta atividade respiratéria e produzindo grandes
quantidades de etileno que, relacionados a outros fatores, aceleram o
amadurecimento dos frutos (KADER, 1992).

1.2. Importincia econémica e nutricional da macieira

A macd ¢ uma das principais frutas produzidas no mundo,
contribuindo no ano de 2010 com 9,5% do total de producdo de frutas,
com uma produg¢@o mundial de 69.511.975 toneladas (FAO, 2011).

A concentragdo da producdo brasileira de magds esta na regido
sul do Brasil, principalmente nos locais que se assemelham as regides
do centro de origem da cultura. Santa Catarina € o principal estado
produtor de magas, produzindo um total de 660 mil toneladas, em uma
area de aproximadamente 20 mil hectares, correspondendo a 49,3% da
producdo nacional de ma¢d em 2012 (CEPA, 2013). No cenario
nacional, a produgdo total de frutos de maca para o ano de 2012 foi de
1.339.771 toneladas, elevando o Brasil a posicdo de um dos principais
produtores mundiais de magd, na 9° colocagdo (IBGE, 2012).

Por se tratar de uma cultura perene e necessitar de cuidados
constantes durante o ciclo, do plantio a colheita, contribui intensamente
no desenvolvimento econdmico e social da regido. Isso fica evidenciado
em regides produtoras como Sdo Joaquim e imediagdes, onde a
atividade e produgdo se dao principalmente por um grande numero de
pequenos produtores e empresas cooperativas, movimentando cerca de
70% da economia do municipio (IBGE, 2009).

Somado ao destaque econdmico, os frutos de macd além de
saborosos, possuem um consideravel valor nutritivo, inestimaveis a
saude humana, além de quantidades consideraveis de vitaminas dos
complexos A, B e C, além de sais minerais como célcio, fosforo, ferro e
cobre. A esses, soma-se o baixo teor de lipidios, elevada quantidade de
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agua, quercetina, taninos e flavonoides. Além disso, um estudo realizado
demonstrou que, dentre as frutas mais consumidas, a magd ¢ a que
apresenta a segunda maior quantidade total de compostos fendlicos e a
primeira em compostos fenodlicos soluveis (BIANCHI & ANTUNES,
1999). Com todos esses atributos, ndo ¢ de se estranhar que a maca
tenha se atribuido o slogan “one apple a day keeps the doctor away”.

Por ser uma cultura de grande importancia economica e
nutricional, a maca ¢ acometida por diversas doencas que podem
restringir sua qualidade comercial e nutricional, destacando-se o bolor
azul (Penicillium expansum), o mofo cinzento (Botrytis cinerea) e a
podriddo amarga (Colletotrichum spp.), entre outras (MONDINO et al.,
2009).

1.3. Penicillium expansum

O género Penicillium pertence a ordem Eurotiales da subdivisdo
Ascomycotina, sendo muito comum na fase de pos-colheita, podendo
produzir micotoxinas nos oOrgdos atacados, como a patulina, um
composto polar produzido por todos os isolados de P. expansum
(FRISVAD & SAMSON, 2004; SANZANI et al., 2009; KOZLOVSKII
etal., 2013).

P. expansum é um fungo cosmopolita, ndo especifico, que ataca
diversas culturas, tais como magas e peras, provocando uma podriddo
mole, sendo nos paises produtores de maga a doenca mais importante na
perda da qualidade e quantidade dos frutos armazenados
(JANISIEWICZ, 1999), ndo existindo cultivares resistentes ao ataque do
fitopatogeno.

A podriddo mole causada tem aspecto aquoso, de coloracdo
castanho-clara, podendo a cor variar de uma fruta a outra, e o tecido
afetado separa-se facilmente das partes sadias. A esporulacdo do
fitopatogeno ¢ abundante nas regides infectadas, apresentando coloragdo
esbranquicada (esporos imaturos) a azulada (esporos maduros) nos
frutos de maga, tornando a doenga conhecida como bolor azul. Por ser
incapaz de atravessar a cuticula dos frutos, a penetracdao do fungo ocorre
a partir de ferimentos ou de aberturas naturais, onde cada fruto
contaminado apresenta indculo capaz de infectar de 12 a 15 novos frutos
sadios (KIMATI ef al., 1997; MONDINO et al., 2009).

Quando a umidade relativa ¢ alta, a podriddo se desenvolve
rapidamente, com uma grande produ¢do de esporos assexuais do tipo
conidios na superficie da lesdo. Os conidios sdo extremamente
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resistentes a secas, sobrevivendo na superficie de caixas de colheita, nas
camaras de armazenamento e outros equipamentos sendo impossivel a
completa eliminagdo dos esporos do ambiente (MORALES et al.,
2010). No entanto, a germinac¢do dos esporos de P. expansum encontra
seu Otimo sob temperaturas entre 21° a 25°C, e umidade relativa
superior a 80%.

Figura 1. Conidios e conidioforos de P. expansum corados com azul de Amann
e visualizados sob microscopia de luz (a). Colonia do fitopatdgeno em meio de
cultura (b). Sintoma

o

i - b « X
Fontes: (a) Blancard, 2013. Disponivel em: ephytia.inra.fr. Acesso em: 11 de
Janeiro de 2014 (b-c) O autor.

Nesse sentido, métodos culturais de controle sdo de extrema
importincia, tais como a desinfestacdo das caixas de colheita com
hipoclorito de sodio a 100 ppm de cloro ativo, e dos locais de
armazenamento com pastilhas de tiabendazole. E importante que se
tomem cuidados durante todo o processo, evitando-se causar danos
mecanicos nos frutos e também a contaminagdo cruzada, realizando-se
limpezas periddicas dos locais de armazenamento, e evitando-se a
colheita dos frutos em condi¢des favoraveis de infeccdo (MONDINO et
al., 2009).
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Tratamentos pds-colheita podem ser realizados com fungicidas
registrados, como os do grupo dos benzimidazodis, além de iprodione e
imazalil, devendo a &4gua utilizada no tratamento estar isenta de
particulas de argila e matéria organica (MAPA, 2013).

No entanto, com uma crescente demanda social por produtos
menos impactantes ao ambiente e a saide humana, somado a
ineficiéncia que o controle quimico por agrotoxicos vem apresentando,
tém-se buscado cada vez mais agentes alternativos ou produtos de
interesse dentro do contexto da sustentabilidade e da agricultura
economicamente proveitosa, como os compostos fendlicos, que sdo
produtos sintetizados pelas plantas, capazes de erradicar os
fitopatogenos por antibiose ou mesmo elicitando as respostas de defesa
(CHITARRA & CHITARRA, 2005).

2. METODOS DE CONTROLE ALTERNATIVO
2.1. Conceitos e defini¢coes

A necessidade do homem em controlar as doengas que ocorrem
em plantas exploradas economicamente vem causando graves danos ao
ambiente. Com o uso indiscriminado de produtos quimicos sintéticos
complexos, € crescente a contaminagdo dos alimentos, de animais,
reservas hidricas e também do solo, contribuindo para a reducdo da
qualidade e expectativa de vida da populacdo mundial (BONALDO et
al., 2005).

Por outro lado, ao longo do tempo, em seu processo adaptativo,
os seres vivos desenvolveram mecanismos proprios de defesa de modo a
impedir a infecgdo por agentes patog€nicos, e com as plantas ndo foi
diferente. Nesse sentido, as plantas ao ndo permitirem a entrada passiva
de fitopatdgenos em seu interior celular, desenvolveram diferentes
mecanismos de defesa, agrupados em pré e pos-formados. Ou seja,
mecanismos existentes antes do contato do microrganismo com o
hospedeiro e mecanismos ativados apos o contato do fitopatégeno com
o hospedeiro, respectivamente (PASCHOLATI, 1995; SOARES &
MACHADO, 2007).

A ativacdo dos mecanismos de defesa induzidos pelos
fitopatogenos pode ser alcancada por diferentes vias, sendo essas
ativadas isoladamente ou concomitantemente. Dessa maneira, a
velocidade com que a planta reconhece a presenca do fitopatogeno ou
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do elicitor ¢ que ird desencadear uma ou mais respostas de defesa
(BONALDO et al., 2005).

Os fitopatégenos possuem a capacidade de detectar a presenga de
plantas hospedeiras em seu ambiente sendo capacitados a reconhecer
caracteristicas especificas da superficie do hospedeiro, para proceder
com a infeccdo. Em contrapartida, as plantas possuem mecanismos
complexos para detectar a infinidade de agentes fitopatogénicos em seu
ambiente além da capacidade de ativacdo de defesas na presenca de um
determinado microrganismo ou elicitor.

Contudo, quando um fitopatdogeno ndo ¢ reconhecido pelas
plantas, suas respostas de defesa latentes acabam nao sendo ativadas e,
por isso, ha o desenvolvimento da doenca, culminando na reducao da
produtividade, na alteracdo do metabolismo vegetal, na morte da planta
ou mesmo na perda de qualidade dos seus frutos (METRAUX, 2001;
CLUZET et al., 2004).

A indugdo de resisténcia ¢ um desses mecanismos, ocorrendo
quando ha uma prote¢do local no vegetal a partir de uma molécula
elicitora ou de forma sistémica, manifestando-se em local diferente
aquele de aplicagdo (MORAES, 1992), entendendo-se por elicitores os
agentes indutores de origem bidtica ou abidtica, capazes de ativar ou
induzir alguma resposta de resisténcia no vegetal (SMITH, 1996).

Outro mecanismo pelo qual as plantas sdo capazes de se defender
dos ataques dos fitopatdogenos ¢ a antibiose, onde a partir do contato de
compostos organicos de baixo peso molecular e em baixas
concentragdes, ha um efeito deletério no crescimento, desenvolvimento
ou outras atividades metabolicas relacionadas ao fitopatdogeno
(FRAVEL, 1988).

Os compostos toxicos produzidos constitutivamente pelas
plantas, independente do ataque de fitopatdgenos, variam quanto ao
grau de seletividade antimicrobiana bem como seu modo de atuacdo nos
microorganismos, atuando na inibicdo da sintese da parede celular, na
corrosdo da parede celular, alterando a permeabilidade da membrana
plasmatica, causando corrosdes na membrana plasmatica, inibindo a
sintese de acidos nucléicos ou na sintese protéica, além de atuarem
como antagonistas metabolicos (MAYER, 2011). Com isso, cresce a
investigagdo cientifica relacionada a estes, seja para descoberta de novos
antibidticos, extraidos das plantas, seja para o desenvolvimento de novas
moléculas sintéticas.

Dessa maneira, por possuir efeitos antagonicos aos fitopatogenos
ou mesmo por induzir resisténcia no hospedeiro sem alterar o genoma
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da planta a partir de agentes externos, diversos sdo os estudos realizados
com diferentes moléculas, tais como compostos presentes em extratos
de plantas (COLPAS, 2009), exopolisacarideos bacterianos (CASTRO
& BACH, 2004), acido salicilico (CIPOLLINI, 2003), acibenzolar-S-
metil (HEIL, 2002), entre outros.

Nesse sentido, entender os mecanismos pelos quais as plantas
controlam as doengas ¢ um evento chave para o desenvolvimento e
melhorias das diferentes estratégias de aplicagdo dos compostos de
interesse, onde a utilizagdo de compostos alternativos tornou-se uma
medida promissora ao controle das diversas doencas vegetais, frente a
uma ampla gama de fitopatdogenos, a partir de diferentes mecanismos de
acdo (CAVALCANTI et al., 2005).

2.2. Utilizacao de compostos fendlicos no controle de doencas de
plantas

As plantas se defendem bioquimicamente dos estresses bioticos e
abidticos de diversas formas, como a partir da biossintese de compostos
organicos toxicos aos microrganismos, por mudancas fisiologicas
decorrentes da biossintese de sinalizadores de respostas de defesa ou
mesmo pela biossintese de compostos formadores de barreiras vegetais
(CHITARRA & CHITARRA, 2005).

Nessas diferentes formas encontram-se as principais classes de
metabolitos secundarios produzidos nas plantas, como os terpenos,
compostos fendlicos e compostos nitrogenados (TAIZ & ZEIGER,
2004). Os compostos fenodlicos sintetizados apresentam efeitos
protetores contra a exposicdo aos altos niveis de radiacdo solar e
também exercendo acdo protetora, antioxidante e antimicrobiana
(antibiose) contra fungos e bactérias, além de serem importantes para a
estrutura celular, na pigmentacdo e sinalizagdo das respostas de defesa
dos vegetais (SHETTY et al., 2008). Esses compostos possuem um ou
mais grupos hidroxila ligados a um anel aromatico, podendo ter diversos
grupos substituintes, como carboxilas, metoxilas, estruturas ciclicas ndo
aromaticas, entre outros. Dentro das diversas classes de compostos
fenolicos existentes nos vegetais superiores, encontram-se 0s compostos
ndo flavonodides como os acidos galico, protocatéico, cumarico, caféico
e ferulico (FARAH & DONANGELO, 2006).

Tais propriedades, de acdo protetora, antimicrobiana e de
sinalizagdo de respostas de defesa, t€ém sido muito estudadas por
pesquisadores das diversas areas ao redor do globo, sendo constatadas
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pela eficiéncia dos inimeros compostos presentes, principalmente, em
plantas medicinais. No intuito de utilizar os compostos fendlicos em
substituicdo aos produtos quimicos, Manso et al. (2013) observaram
uma reducdo de 50% no desenvolvimento in vitro de Aspergillus flavus
quando submetido ao oOleo essencial de cinamomo contendo
cinamaildeido (900 mg.g"), um composto fendlico presente nas folhas
de cinamomo.

O potencial antimicrobiano dos compostos fenolicos foi relatado
em estudos de Yu & Zheng (2006); Almeida (2007) e Sanzani et al.
(2009) que demonstraram a eficiéncia dos acidos salicilico, caféico,
feralico, cindmico e giberélico contra fitopatégenos, atuando como
fungicidas em concentragdes proximas a 5 mM.

Os compostos fenolicos apresentam ainda beneficios aos seres
humanos, desde que ingeridos em doses adequadas, tais como acgdes
anti-inflamatérias,  anti-alérgicas,  anti-carcinogénicas e  anti-
hepatotoxica, atuando também como antioxidantes, através da
eliminacdo de radicais livres pela capacidade de doagdo dos
grupamentos hidroxila posicionados ao redor do anel aromatico (SILVA
et al., 2009). Nesse sentido, segundo Shetty (2008), ha evidéncias que
sugerem que a ingestdo de compostos fenolicos via frutas e vegetais esta
relacionada a reducdo dos riscos de se ter doengas cronicas, como
diabetes, doengas cardiovasculares e cancer.

2.2.1. Acido salicilico

Dentre os compostos fendlicos, o acido salicilico (AS) ou orto-
hidroxi acido benzodico é um acido fenolico, com um anel aromatico
ligado a um grupamento hidroxil ou derivado funcional, amplamente
distribuido na natureza, presente em todo o reino vegetal, sendo muito
utilizado e vendido como droga sintética em paises como a Alemanha,
Brasil e EUA. Em vegetais, o AS ¢ considerado um forte fito-hormoénio,
presente nas diversas vias metabodlicas (HAYAT et al., 2010), atuando
também como regulador endogeno de crescimento vegetal. No seu
estado livre, o AS ¢ encontrado em pd, com pH de 2,4 a 2,8, tendo como
propriedade a capacidade de formar conjugados com uma ampla
variedade de moléculas, por glicolisacdo ou esterificagdio (POPOVA et
al., 1997).

O éacido salicilico ¢ considerado ainda como uma importante
molécula de sinalizagdo envolvida em respostas de defesa locais e
sistémicas frente a uma ampla gama de fitopatégenos, sendo também
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relacionado a modulagdo das respostas das plantas a uma séria de
estresses oxidativos (HAYAT et al., 2010).

Em estudo desenvolvido por Yao & Tian (2005) o acido salicilico
foi capaz de reduzir o crescimento micelial em 64% e a germinagdo do
fungo Monilinia fructicola em 60%, a uma concentragdo de 2 mM. Fato
também relatado por Igbal (2010) sobre Penicillium sp., o qual observou
o efeito fungicida do 4cido salicilico com redugdes de 60% e 100% na
germinacao de esporos quando utilizado a 2 e 6 mM, respectivamente.

Por outro lado, a capacidade do AS de elicitar os mecanismos de
defesa em plantas foi relatada por Vieira & Valle (2006), os quais
observaram o aumento da atividade de peroxidases em plantas de cacau
suscetiveis a vassoura de bruxa (Moniliophtora perniciosa), reduzindo
em 50% a intensidade da doencga apos a aplicagdo exogena de AS a 15
mM.

Além disto, pesquisas tém demonstrado que com a aplicagdo
exdgena de AS o processo de producdo de etileno em frutos e,
consequentemente, o processo de amadurecimento, ¢ diminuido a partir
da redugdo da produgdo e da atividade das enzimas acido 1-carboxilico-
I-aminociclopropano (ACC) sintase e ACC oxidase, responsaveis pela
conversdo do ACC em etileno (ASHARI et al., 2010). Avaliando os
efeitos do AS sobre a qualidade dos frutos de mac¢d armazenados sob
refrigeracdo, Kazemi et al. (2011) demonstraram que a imersdo dos
frutos em AS a 1,5 e 3 mM preservou importantes caracteristicas como
firmeza de polpa, solidos soluveis e massa fresca.

2.3. Mecanismos de defesa

Os mecanismos de defesa das plantas contra fitopatdogenos
envolvem alteracdes metabolicas correlacionadas as mudangas na
atividade de enzimas-chave dos metabolismos primario e secundario dos
vegetais, além da producdo de uma variada gama de substincias que
mostram-se  toxicas aos fitopatdogenos no interior celular
(STANGARLIN et al., 2005). Destas, destacam-se as peroxidases,
polifenoloxidases, 3-1,3 glucanases e os flavonoides.

As peroxidases (POX) sao glicoproteinas associadas & membrana,
presentes em diversos tecidos, tanto de animais, plantas e
microrganismos, facilitando o processo de oxi-reducdo entre o peroxido
de hidrogénio e os compostos redutores (HIRAGA et al., 2001).

As POX apresentam uma gama variada quanto as fungdes na
defesa celular, atuando nos processos de lignificagdo, suberizacdo e
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metabolismo da parede celular, sendo classificadas como proteinas
relacionadas a patogénese pertencentes a familia PR-9 (VAN LOON &
VAN STRIEN 1999). Estas enzimas sdo também responsaveis pela
deterioracdo de diversos materiais vegetais durante o armazenamento,
estando envolvidas em outros processos biologicos, tais como nos
processos de oxidagdo, ligagdes de polissacarideos, cicatrizagdes de
ferimentos, estresse fisiologico, oxidacdo de fenodis, entre outras
(FREITAS et al., 2008).

No processo de indugdo de resisténcia, as POX sdo amplamente
estudadas devido ao seu papel central nos processos de defesa onde, na
maioria dos casos, um aumento na sua atividade pode ser diretamente
relacionado a redugdo da severidade da doenca. Isso foi verificado por
Alavifard et al. (2012) que, ao aplicarem Candida membranifaciens (1 x
10° conidios.mL'l) em frutos de maca, observaram uma redugdo na
severidade e incidéncia do mofo cinzento (Botrytis cinerea), além do
significativo aumento na atividade das enzimas peroxidases, glucanases
e catalases.

Por outro lado, as polifenoloxidases (PPO) agrupam um conjunto
de enzimas responsdveis pela catalise do processo de oxidagdo de
polifendis em quinonas. Estas enzimas estdo amplamente distribuidas
em todas as espécies vegetais, sendo encontradas ainda em bactérias,
fungos e algas. Em plantas, estdo presentes em toda a sua estrutura,
podendo estar mais concentradas em algum orgdo/tecido, assim como
seu nivel pode variar de acordo com as condi¢cdes ambientais a que estdo
sujeitas, podendo sua expressdo ser induzida por ferimentos ou pela
aplicacdo exdgena de metil-jasmonato (CONSTABEL et al., 1995).

As PPO sdo alojadas no interior celular, em sua maioria no estado
inativo, compartimentalizadas nos tilacoides dos cloroplastos e
separadas dos compostos fendlicos que, por sua vez, estdo
compartimentalizados nos vacuolos ou extracelularmente em pequenas
quantidades. A medida em que ocorrem rupturas celulares, decorrentes
de ferimentos, acdes de fitopatdgenos ou mesmo senescéncia, as PPO
sdo liberadas ao meio e iniciam o processo de oxidagdo dos compostos
fenodlicos em quinonas, possibilitando a formacdo de produtos mais
toxicos aos microrganismos do que o fenol original (LIU ef al., 2005;
ALVARENGA et al., 2011).

Na area alimenticia, as PPO tém sido muito estudadas devido as
suas caracteristicas negativas, isto €, a formacdo de quinonas
responsaveis pelo escurecimento de frutos e vegetais, resultando em
alteracdo das propriedades organolépticas de alimentos, como em



46

macas, peras, entre outros. Por outro lado, esta mesma propriedade ¢
desejavel em alguns alimentos, tais como café, cacau e ameixa seca,
dando uma coloragdo caracteristica aos produtos (ARAUJO, 2004).

Em experimento realizado por Liu et al. (2005), foi verificado
que a inducgdo de resisténcia com acibenzolar-S-metil, um andlogo do
acido salicilico, resultou no aumento da atividade de PPO e na redugéo
da severidade do bolor azul em péssegos armazenados.

As B-1,3 glucanases (GLU) sdo enzimas amplamente distribuidas
entre as plantas superiores e que hidrolisam os polimeros de glucanas B3-
1,3, que, juntamente com a quitina, sdo os principais componentes de
resisténcia da parede celular de fungos. Nesse sentido, conjuntamente as
quitinases, as B-1,3 glucanases representam hidrolases com potencial
antifingico, atuando de forma sinérgica para a inibi¢do do crescimento
fungico, além de liberar fragmentos glicosidicos do fitopatégeno e da
parede celular para o meio, os quais podem se constituir em elicitores de
outras defesas do hospedeiro (MARKOVICH & KONONOVA, 2003;
BAUERMEISTER et al., 2010).

No processo de inducdo de resisténcia, as quitinases e 0-1,3
glucanases atuam simultaneamente, onde uma pequena quantidade de 8-
1,3 glucanase ¢ sintetizada e liberada para a lamela média celular e, a
partir do crescimento fingico nesse espaco, a enzima inicia o processo
de degradacdo do tecido da parede celular do fungo. Esses fragmentos
liberados pela acdo enzimatica funcionam como exo-elicitores, de forma
a induzir a sintese de grandes quantidades de quitinases e B-1,3
glucanases, sendo acumuladas nos vacuolos. A partir da penetragdo
celular, os vactiolos sdo rompidos e grandes quantidades dessas enzimas
sdo liberadas, reprimindo a acdo do fitopatdbgeno (MAUCH &
STAEHELIN, 1989). Ao realizar o tratamento térmico de frutos de
péssego por 10 minutos, Liu ef al. (2012) observaram um aumento na
atividade enzimatica de B-1,3 glucanases e de quitinases, resultando na
diminuicdo de incidéncia e severidade da podriddo parda (Monilinia
fructicola).

Os flavondides, por sua vez, representam o grupo mais comum e
de maior abrangéncia de compostos fendlicos presentes em frutos, sendo
formados basicamente por dois anéis aromaticos ligados por 3 carbonos.
Devido as variagGes estruturais, o sistema em que os carbonos sio
organizados e pela sua via de biossintese, os flavonoides sdo divididos
em diversas familias como as flavonas, antocianinas, chalconas, entre
outros (PALIYATH et al., 2008).
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Nos frutos, os flavonoides atuam principalmente protegendo-os
contra os danos provenientes da luz ultra-violeta, pela inibi¢do da
germinacdo e infeccdo dos fungos fitopatogénicos, além de estarem
relacionados a coloragdo ¢ sabor dos frutos. Além disso, estudos tém
demonstrado o potencial benéfico dos flavondides a saude humana
quando ingeridos, diminuindo o desenvolvimento de doengas como
cancer, alzheimer, entre outras doencas cronicas (BOYER & LIU, 2004;
CUSHNIE & LAMB, 2005).






CAPITULO 2 - POTENCIAL ANTIFUNGICO E MECANISMOS
DE ACAO DO ACIDO SALICILICO CONTRA Penicillium
expansum

2.1 INTRODUCAO

A magd ¢ uma das frutas mais consumidas e produzidas no
mundo, sendo responsavel, em 2010, por 9,5% do total de frutas
produzidas (FAO, 2011). Os frutos, além de saborosos, possuem um alto
valor nutritivo, sdo constituidos por complexos vitaminicos, sais
minerais e alto teor de agua, além de apresentarem baixo teor lipidico e
alta quantidade de compostos fenolicos soluveis (BIANCHI &
ANTUNES, 1999).

Diversas sdo as moléstias que acometem os frutos de maga, entre
as quais o bolor azul tem destaque, uma vez que ndo existem cultivares
resistentes ao ataque do fitopatégeno. O bolor azul ¢ causado pelo fungo
fitopatogénico Penicillium expansum, um microrganismo altamente
agressivo, cosmopolita, resistente as condigdes adversas do ambiente, de
rapida disseminacgdo e capaz de produzir uma série de micotoxinas, com
efeitos toxicos a saude humana, tais como a patulina (QUAGLIA et al.,
2011).

Desde a colheita ao armazenamento, os frutos de maga deveriam
passar por uma série de procedimentos que, caso bem executados,
diminuiriam consideravelmente a incidéncia do bolor azul, pois o
fitopatogeno necessita de pequenos ferimentos na epiderme dos frutos
ou de aberturas naturais, como estdmatos e lenticelas, para infecta-los
(FILONOW, 2005; MONDINO et al., 2009).

Assim, medidas adotadas a campo como a eliminagdo de pragas,
adubacdo equilibrada e a remogdo de fontes de inoculo, e em pods
colheita, como a desinfestagio dos meios de transporte e o
armazenamento dos frutos em camaras frias associadas a atmosfera
controlada, deveriam ser adotadas visando a diminuicdo das perdas
ocasionadas pelo fitopatogeno (SANT’ANA et al., 2008).

Como grande parte destas medidas sdo negligenciadas, os
fungicidas sdo utilizados como uma das principais ferramentas para o
combate dos fitopatogenos em pods-colheita de frutos (KARABULUT et
al., 2002; CALVO et al., 2007). Formula¢des comerciais contendo os
grupos quimicos dos imidazoéis e das dicarboximidas estdo disponiveis
para a utilizagdo no Brasil, sendo permitidos e recomendados para o
tratamento de macas no pds-colheita (MAPA, 2013).
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Outra medida muito utilizada para o controle da doenga ¢ a
adicdo de cloro ativo na agua de lavagem dos frutos. No entanto,
estudos apontam que a relacdo entre o uso do cloro em locais com
presenca abundante de compostos organicos livres, isto €, residuos
organicos, podem acarretar na formacdo de trihalometanos, compostos
com efeitos negativos a saide humana, capazes de causar, entre outros
males, cancer (MEYER, 1994).

Dessa maneira, a selecdo de fitopatdgenos resistentes aos
produtos comumente utilizados, associada a crescente preocupagdo
sobre a saide humana e poluigdo ambiental, tem estimulado a busca por
novas formas de protecdo dos frutos contra podriddes (QUAGLIA et al.,
2011). Dentre essas novas estratégias, a utilizacdo de compostos
fenolicos tem chamado a aten¢@o, ndo apenas por desempenharem um
importante papel nas plantas em resposta aos estresses abioticos ou
biodticos, mas também por apresentarem beneficios a saude humana, tal
como seus efeitos antioxidantes (SANZANI et al., 2010).

O 4cido salicilico (AS), um acido fendlico que apresenta um anel
aromatico ligado a um grupamento hidroxil ou derivado funcional,
destaca-se por ser um hormonio vegetal enddogeno que faz parte de
diferentes aspectos centrais no desenvolvimento e crescimento dos
vegetais, € também por se constituir em uma importante molécula
sinalizadora na via de biossintese de compostos relacionados a defesa,
como os polifendis e proteinas relacionadas a patogénese (TIAN et al.,
2007; ASGHARIA & AGHDAM, 2010).

Além disso, diversas sdo as pesquisas demonstrando o efeito
antifingico do AS sobre fitopatdgenos, inibindo a germinacdo de
esporos de P. expansum (YU & ZHENG, 2006), Penicillium spp.
(IQBAL, 2010), Botrytis cinerea (WANG et al., 2011) e Rhizopus
stolonifer (PANAHIRAD et al., 2012). Por outro lado, os mecanismos
de acdo pelos quais o AS atua contra os fitopatdogenos ndo foram
totalmente elucidados.

Este trabalho teve como objetivo avaliar o potencial antifungico
do AS sobre a germinacdo e o desenvolvimento de P. expansum, e
elucidar os mecanismos de a¢do desse composto fendlico relacionados a
viabilidade dos esporos. A elucidagdo desses mecanismos ¢ fundamental
para que sejam desenvolvidas estratégias alternativas eficientes e
seguras no controle do bolor azul em frutos de maca.
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2.2. MATERIAL E METODOS
2.2.1. Obtencdo e manutencio do isolado de Penicillium expansum

O fitopatogeno Penicillium expansum, isolado de frutos de maca
infectados, foi cedido pela pesquisadora Dra. Rosa Maria Valdebenito
Sanhueza, sendo armazenado na micoteca do Laboratorio de
Fitopatologia da Universidade Federal de Santa Catarina, sob o cddigo
MANE 138. O isolado foi crescido e mantido em meio de cultura Batata
Dextrose Agar (BDA), a 25°C, sob luz fluorescente.

P. expansum foi repicado periodicamente e, quando utilizadas, as
suspensdes de esporos (1 x 10° esporos.mL'l) foram obtidas de culturas
com duas semanas de idade.

2.2.2. Obtencao dos compostos fenolicos

O 4cido salicilico (AS), formula quimica C;H¢Os3, foi adquirido
junto a empresa Sigma (Sigma-Aldrich, EUA) em pd6, sendo utilizado
em diferentes concentragdes nos diferentes experimentos realizados.
Para a sua dissolucado, foi utilizado agua destilada estéril (SHALMASHI
& ELIASSI, 2008).

Os 4acidos fenolicos trans-cinamico, caf€ico, siringico e
clorogénico foram adquiridos juntos a empresa Sigma (Sigma-Aldrich,
EUA), em pd, sendo utilizados na concentracdo final de 2,5 mM.
Utilizou-se agua destilada estéril para a dissolucao dos acidos.

Aspirina®, produto comercial da Bayer contendo acido acetil
salicilico, foi adquirida em tablete, triturada e utilizada somente no
momento do tratamento, a concentragdo de 2,5 mM de ingrediente ativo
(i.a) AS, em pH 3 e 4. Para sua dissolucdo, utilizou-se agua destilada
estéril.

2.2.3. Padronizacio da metodologia de germinacio de P.expansum

Determinou-se a concentragdo ideal de suco de ma¢a bem como o
tempo de incubacdo dos esporos para a germinacao do fitopatdégeno. O
suco foi preparado a partir da trituragdio de um fruto de maca
previamente desinfestado em juicer (Wallita), obtendo-se um extrato
bruto que, posteriormente, foi diluido com agua destilada. Para a
padronizagdo, esporos de P. expansum foram suspensos em diferentes
concentragdes de suco de magad (0%, 4%, 8%, 12%, 16% ou 20%) a
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concentragdo final (c.f) de 1 x 10° esporos.mL", sendo depositados 25
pL das suspensdes em cavidades de laminas escavadas. Apds a
preparacdo das laminas, estas foram dispostas no interior de placas de
Petri e incubadas durante diferentes tempos (O h, 1 h,2 h,4 h, 6 h, 8 h
ou 20 horas), com fotoperiodo de 12 horas de luz, e temperatura de 25°C
+ 1°C, sob alta umidade relativa. O desenvolvimento dos esporos foi
paralisado pela adigdo de 5 uL de lactofenol & suspensdo. Foram feitas
ao menos 4 repeticdes por tratamento e o experimento realizado duas
vezes para a confirmacdo dos resultados. Em cada repeticdo,
representada por uma cavidade da lamina escavada, foram avaliados 100
esporos quanto a porcentagem de germinacdo com o auxilio de
microscopio Optico (FWL1500T, Feldmann Wild Leitz).

2.2.4. Efeito de acidos fendlicos na germinacio de P. expansum

Potencial antifiingico dos acidos fendlicos. Inicialmente, foi avaliado o
efeito de diferentes compostos fendlicos sobre a germinacdo de P.
expansum. Uma suspensao de esporos do fitopatdégeno foi preparada em
suco de macd a 8% e aliquotas de 25 pL dessa suspensdo foram
depositadas em cavidades de laminas escavadas. A essas aliquotas,
foram adicionados 25 pL de uma solucdo dos éacidos salicilico, trans-
cinamico, caféico, siringico ou clorogénico, chegando a concentragdo
final de 1 x 10° esporos.mL'I e 2,5 mM de um écido fendlico em cada
cavidade. Aliquotas de 25 pL de 4gua destilada estéril e de hipoclorito
(0,5% c.f de cloro) foram utilizados como controles positivo e negativo,
respectivamente. ApoOs a preparacdo das laminas, essas foram dispostas
no interior de placas de Petri e incubadas por 20 horas, com fotoperiodo
de 12 horas de luz e temperatura de 25 + 1°C, sob alta umidade relativa.
O desenvolvimento dos esporos foi paralisado pela adi¢ao de 5 puL de
lactofenol a suspensdo. Foram feitas 4 repetigdes por tratamento € o
experimento realizado duas vezes para a confirmacdo dos resultados.
Em cada repeti¢do, representada por uma cavidade da lamina escavada,
foram avaliados 100 esporos quanto & porcentagem de germinacdo e 20
esporos quanto ao comprimento do tubo germinativo (CTG) com auxilio
de ocular micrométrica em microscopio optico (FWL1500T, Feldmann
Wild Leitz).

Posteriormente, avaliaram-se diferentes concentragdes do AS
(0, 1, 2,5 ou 5 mM) sobre a germinagdo de P. expansum, conforme os
moldes anteriores, sendo o experimento realizado trés vezes.
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Velocidade de atuagcao do AS. De modo a se verificar a velocidade de
atuacdo do AS sobre a germinagdo de P. expansum, seguiu-se a
metodologia de Liu et al. (2007) com adaptagdes. Para tanto, a 10 mL
de uma suspensdo de esporos (2 x 10% esporos.mL'l) preparada em suco
de macd a 8% foram adicionados 10 mL de dgua destilada estéril, AS
(c.f 2,5 mM) ou hipoclorito (c.f. 0.5%), sendo mantidas sob agitagdo
constante e incubadas a temperatura ambiente. Aliquotas de 500 pL
foram retiradas aos 0, 5, 15, 30, 60 ou 120 minutos apds a incubagdo, e
centrifugadas a 8000 g, por 5 minutos a 4°C. Os sobrenadantes foram
descartados e os precipitados lavados com tampao fosfato de sédio 50
mM (pH 7), novamente centrifugados (8000 g., 5 min) e lavados com
agua destilada estéril, sendo re-suspensos em suco de mag¢ad a 4% a uma
concentragdo final de 1 x 10° esporos.mL'l. Finalmente, as suspensdes
de esporos obtidas foram submetidas ao teste de germinagdo em ladmina
escavada conforme descrito anteriormente. O experimento foi realizado
trés vezes.

Efeito da acidificacao e alcalinizacao dos controles e do AS sobre a
germinacio de P. expansum. Em um primeiro momento, foi avaliada a
influéncia dos diferentes pH do AS e dos controles sobre a germinagdo
dos esporos de P. expansum. Uma suspensdo de esporos de P.expansum
foi preparada em suco de maga a 8% e, a esta, adicionados na propor¢ao
1:1 (v/v) uma solucdo de AS, agua destilada estéril ou hipoclorito,
chegando a concentragdo final de 1 x 10° esporos.mL'l, 2,5 mM de AS
ou 0,5% de cloro ativo (controle negativo), com os pH modificados pela
adicao de HCI 0,05 N ou NaOH 2 N (pH final das solucdes de 2, 3, 4 ou
8). Aliquotas de 25 pL destas solugdes foram colocadas em laminas
escavadas e estas dispostas no interior de placas de Petri e incubadas por
20 horas, com fotoperiodo de 12 horas de luz e temperatura de 25°C +
1°C, sob alta umidade relativa. O desenvolvimento dos esporos foi
interrompido pela adi¢do de 5 uL de lactofenol & suspensdo. Foram
feitas 4 repetigdes por tratamento e o experimento realizado trés vezes.
Em cada repetigdo, representada por uma cavidade da lamina escavada,
foram avaliados 100 esporos quanto & porcentagem de germinacdo e 20
esporos quanto ao comprimento do tubo germinativo (CTG) com auxilio
de ocular micrométrica em microscopio optico.

Em um segundo momento avaliou-se o potencial antifungico do
AS a 2,5 mM (c.f) adicionado a suspensdo de esporos de P. expansum
(c)1x 10° esporos.mL'1 na propor¢ao de 1:1 (v/v), nos pH finais de 2;
2,5;2,8; 3; 3,5; 4; 4,5; 5; 5,5 ou 6, ajustados a partir da adicdo de HCI
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(0.05 N) ou NaOH (2 N) a solugdo. Como controle utilizou-se suco de
macd a 4% nos diferentes pH, seguindo os demais moldes do
experimento anterior e o bioensaio sendo repetido trés vezes.

Posteriormente, para se avaliar o efeito do grupamento acetil no
potencial antifungico do AS, utilizou-se AS a 2,5 mM (c.f) ou acido
acetil salicilico (AAS) a 2,5 mM (c.f de AS) na avaliacdo da germinacdo
de esporos. Suco de maga a 4% foi utilizado como controle, sendo os pH
das solugdes ajustados para 3 pela adigdo de HCl (0,05 N). O
experimento seguiu os moldes descritos anteriormente e foi conduzido
duas vezes para confirmagdo dos resultados.

2.2.5. Mecanismos de ac¢io antimicrobiana do acido salicilico sobre
P. expansum

Efeito do AS sobre a parede celular de P. expansum. A avaliacdo do
efeito do AS sobre a parede celular do fitopatégeno foi realizada
conforme metodologia proposta por Cerioni et al. (2010), com
modificagdes. Assim, suspensdes contendo 2 x 10% esporos.mL'1 de P.
expansum foram preparadas em suco de macd a 8% e, a essas,
adicionadas na proporc¢do de 1:1 (V/V) solucdo de AS a 2,5 mM (c.f) ou
agua destilada estéril (controle), e mantidas sob constante agitacdo a
temperatura ambiente. Amostras de 500 pL foram coletadas nos tempos
0, 5, 15, 30, 60 ou 120 minutos de contato, centrifugadas (8000 g., 5
min, a 4°C), lavadas duplamente com solugdo tampdo fosfato de sodio
50 mM (pH 7) e 4gua destilada estéril, centrifugadas novamente (8000
g., 5 min, a 4°C) e re-suspensas em suco de magd a 4% a concentragdo
final de 1 x 10’ esporos.mL'l. Aliquotas de 50 pL desses materiais
foram transferidos para laminas escavadas para permitir a germinagao
do fitopatogeno, sendo incubadas por 20 horas, com fotoperiodo de 12
horas de luz e temperatura de 25 + 1°C, sob alta umidade relativa. Apds
o periodo de incubagdo, amostras de 25 pL das suspensdes de esporos
foram transferidas para laminas lisas, adicionando-se 10 pL (50 pg.mL"
"y do reagente Calcofluor White Stain (Sigma, EUA), e 10 uL de
hidroxido de potassio (10%), com incubagao por 15 minutos sob escuro.
Os esporos foram visualizados e avaliados quanto a sua morfologia em
microscopio de fluorescéncia (Eclipse 50i, Nikon) nos comprimentos de
onda 395 nm (excitagdo) e 440 nm (emissdo) e as imagens realizadas
com auxilio de camera digital Nikon (Coolpix P500). O experimento foi
repetido duas vezes.



55

Em um segundo experimento, avaliou-se o desenvolvimento do
fungo P. expansum nos tempos 0, 8, 10 e 12 horas apos incubacdo em
suco de mag¢d a 4%. O experimento seguiu os procedimentos descritos
acima, sendo repetido por duas vezes.

Efeito do AS sobre a membrana plasmatica de P. expansum. O efeito
do AS sobre a membrana plasmatica do fitopatégeno foi realizado
conforme proposto por Liu ef al. (2007), com modificagdes. Suspensdes
de esporos de P. expansum (2 x 10% esporos.mL'l) foram preparadas em
suco de maca 8% e, a essas, adicionadas solugdo de AS a 2,5 mM (c.f)
ou agua destilada estéril (controle), sendo mantidas sob constante
agitacdo a temperatura ambiente. Amostras de 500 pL foram coletadas
nos tempos 0, 5, 15, 30, 60 ou 120 minutos, centrifugadas (8000 g., 5
min, a 4°C), lavadas duplamente com solugdo tampdo fosfato de sodio
50 mM (pH 7) e 4gua destilada estéril, novamente centrifugadas (8000
g., 5 min, a 4°C) e ressuspensas em agua destilada estéril a concentragio
final de 1 x 10* esporos.mL'l. As suspensoes de esporos foram coradas
com iodeto de propideo (10 ug.mL'l) (Sigma, EUA) por 5 minutos a
30°C, centrifugadas (8000 g., 5 min, a 4°C) e duplamente lavadas com
solu¢do tampdo fosfato de sodio (50 mM, pH 7), seguido de nova
centrifugacdo (8000 g., 5 min, a 4°C). O sobrenadante foi descartado € o
precipitado recolhido e re-suspenso em 4gua destilada estéril a
concentracdo final de 1 x 10° esporos.mL'l. Aliquotas de 30 pL das
suspensdes de esporos foram colocadas em laminas lisas e visualizadas
em microscopio de fluorescéncia, nos comprimentos de onda de 546 nm
(excitagdo) e 590 nm (emissdo) e as imagens feitas com auxilio de
camera digital Nikon, sendo o experimento repetido duas vezes para
confirmagdo dos resultados. Foram avaliados 100 esporos sob luz
visivel e sob fluorescéncia, em diferentes campos para cada um dos
tempos, e calculada a integridade de membrana plasmatica, por meio da
equacao:

Integridade Membrana = [(Numero total de esporos — nimero de
esporos corados) / nimero total de esporos] x 100.

O dano do AS sobre a membrana plasmatica do fitopatdogeno foi
determinado quantitativamente pela metodologia de Cerioni et al.
(2010) e Rice-Evans et al. (1991), com modificagdes. A um volume de
100 mL de suspensdo de esporos de P. expansum (2 x 10° esporos.mL")
foram adicionados 100 mL de 4gua destilada estéril ou AS 2,5 mM (c.f).
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Essas foram incubadas sob agitagdo constante em temperatura ambiente,
retirando-se aliquotas de 500 puL aos 0, 5, 15, 30, 60 ou 120 minutos
apos a incubacdo, seguidas de centrifugacdo (2000 g., 5 min) e dupla
lavacdo com solucdo tampao fosfato de s6dio 50 mM (pH 7), sendo
centrifugadas novamente (2000 g., 5 min). Os sobrenadantes foram
descartados e os precipitados re-suspensos em | mL de agua destilada
estéril a concentragdo final de 5 x 10’ esporos.mL'l. Os esporos obtidos
foram rompidos em banho de ultra-som (10 minutos), obtendo-se os
extratos finais de esporos. A 1 mL destes extratos foram adicionados 1
mL de acido tri-cloro acético (ATC) a 20% (m/V) para precipitagdo a
4°C, seguidos de centrifugagdo (19800 g, 5 min). Aos sobrenadantes
resultantes, foram adicionados 2 mL de solugdo saturada contendo acido
tiobarbitarico (ATB) em HCI (0.1 mol.L'l) e hidroxitolueno butilato
(HTB) (10 mmol.L"), seguindo da incubagdo em banho maria a 100°C
por 60 minutos. Os extratos recolhidos foram resfriados em banho de
gelo por 10 minutos, e os valores de absorbancia lidos a 535 nm em
multileitora microplacas (Spectramax Paradigm Molecular Devices),
sendo utilizado como branco a mistura sem o extrato final de esporos.
As concentracdes finais de espécies reativas de ATB foram
determinadas a partir do coeficiente de extingdo molar de 156 mmol.cm
e expressas em pmol.mg proteina'l. O experimento foi repetido duas
vezes para confirmagdo dos resultados.

Determinacdo do extravasamento protéico de P. expansum. O
extravasamento de proteinas intracelulares de P. expansum foi
determinado conforme Liu ef al. (2010), com modificagdes. Para isso,
aliquotas de 100 pL de uma suspensdo de esporos (1 x 10% esporos.mL’
1) foram transferidos para frascos conicos (250 mL) contendo 100 mL
de meio liquido batata-dextrose, obtendo-se uma concentragdo final de 5
x 10° esporos.mL'l. Os frascos foram incubados a 200 rpm, a 25°C, sob
escuro. Apos trés dias de incubacgao, foram coletados 3 g (massa imida)
de micélio de P. expansum por filtragdo em papel filtro com poros de
0,2 um, os quais foram lavados duplamente com 4gua destilada estéril e
transferidos para frascos conicos (50 mL) contendo 30 mL de agua
destila estéril ou AS 2,5 mM (c.f). Apds 0, 5, 15, 30, 60 ou 120 minutos
de incubagdo a 200 rpm, sob temperatura ambiente, aliquotas de 4 mL
da suspensdo micelial foram novamente retiradas e filtradas em papel
filtro (0,2 pm). O contetido de proteinas soluveis totais foi determinado
pelo método de Bradford (1976), utilizando albumina de soro bovino
(Sigma-aldrich, EUA) como padrdo e os filtrados recolhidos para a
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determinacdo do extravasamento protéico intracelular total. As leituras
de absorbancia (595 nm) foram feitas em multileitora de microplacas e
os resultados expressos em pg de proteina soluvel por g'1 de micélio
umido, sendo o experimento repetido trés vezes.

Analise ultra-estrutural de esporos P. expansum. A analise ultra-
estrutural dos esporos de P. expansum foi realizada com base na
metodologia de Schmidt et al. (2009), com modifica¢des. Para tanto,
suspensdes de esporos de P. expansum (2 x 10% esporos.mL'l) foram
preparadas em agua destilada estéril (controle) ou AS 2.5 mM
(concentragdo final) e mantidas nos tratamentos por 60 minutos, sob
constante agitacdo e a temperatura ambiente. Em seguida, aliquotas de
500 pL foram retiradas e centrifugadas a 8000 g, por 5 minutos, a 4°C e
lavadas com solug@o tampao fosfato de sodio 50 mM (pH 7), novamente
centrifugadas e re-suspensas em agua destilada estéril. Para a
observacdo em microscopia eletronica de transmissdo (MET), amostras
provenientes dos diferentes tratamentos foram fixadas em solugdo de
glutaraldeido 2,5%, sacarose 2% e tamponadas com cacodilato 0.1 M
(pH 7.2), poés-fixadas com tetroxido de 6smio por 4 horas e desidratadas
em séries de solugdes aquosas de concentracdes crescentes de acetona.
Apos a desidratacdo, o material foi filtrado com resina Spurr. As secgdes
ultrafinas foram contrastadas em acetato de uranila e citrato de chumbo.
As amostras foram observadas e fotografadas em microscépio eletronico
de transmissao Jeol (JEM 1011. JEOL Ltda., Tokyo, Japdo, a 80 kV), no
Laboratorio Central de Microscopia Eletronica (LCME) da UFSC.

2.2.6. Analise estatistica

Os experimentos foram conduzidos sob delineamento
completamente casualizado, com 4 repetigdes por tratamento. Com
auxilio do software Statistica 10.0, os dados foram submetidos ao teste
de Levene ou Cochran para verificar a homogeneidade das variancias
(factorial e one-way) dos tratamentos. Em caso positivo, realizou-se a
analise de varidncia e o respectivo F-teste (5%). Quando o F-teste foi
significativo, fez-se o teste de separacdo de médias de Tukey ao nivel
5% de significancia.

Para verificacdo do efeito de concentracdes (doses, pH, etc.),
aplicou-se a analise de regressdo linear pelo software Sisvar 5.0,
observando o modelo que melhor se ajustava aos resultados, com base
nos valores do teste-t ao nivel de significancia de 5%.
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Os graficos foram construidos com o software Prism 5 for Mac
OS X.

2.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

O bolor azul ¢ uma das doencas mais importantes que acometem
os frutos de maca em pos-colheita. O fitopatogeno responsavel por esta
doenga, o fungo P.expansum, é capaz de comprometer a produtividade e
a qualidade do produto. Estudos relacionados a doenca apontam que,
por ser extremamente agressivo, mesmo as baixas temperaturas
utilizadas como principal ferramenta de combate ao fitopatdgeno ndo
sdo suficientes para um bom nivel de controle ao longo do tempo de
armazenamento, pois um unico fruto infectado pode ser fonte de indculo
para a infec¢do de 12 a 15 novos frutos sadios em um mesmo ambiente
(MONDINO et al., 2009; WELKE et al., 2009).

Por terem amparo legal na legislacdo brasileira e mundial, o uso
de fungicidas a base dos ingredientes ativos dos grupos imidazois e
dicarboximidas sdo permitidos e frequentemente utilizados no pos-
colheita em todo o globo, ocorrendo o mesmo com o cloro ativo. Por
outro lado, a crescente conscientizagdo popular acerca dos maleficios
causados por essas substancias incentivam novas pesquisas em busca de
métodos alternativos de controle para a doenga, visando a diminui¢do do
uso de produtos que agridem o ambiente e a satde humana (MAXIN et
al.,2012).

No presente estudo, determinou-se primeiramente as condigdes
ideais para que os esporos de P. expansum se desenvolvessem, de forma
a se atingir niveis satisfatorios de germinagcdo em condigdes artificiais.
Utilizando-se a agua destilada estéril para o preparo da suspensdo de
esporos, o fitopatdgeno teve uma germinacdo muito baixa (10%),
mesmo apos 20 horas de incubagdo. Diferentemente, em suco de macga
filtrado a 4%, cerca de 80% dos esporos germinaram ap6s 8 horas de
incubacdo, alcancando 100% de germinacdo apo6s 20 horas de
incubacdo. Ndo houve, no entanto, diferengas significativas entre as
doses de suco utilizadas nos diferentes tempos (FIGURA 2).
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Figura 2. Porcentagem de germinagdo de esporos de P. expansum em agua
destilada e em diferentes concentragdes de suco de macd. Barras de erros
indicam o desvio padrio. Médias com letras distintas indicam diferencas
significativas ao nivel de 5% de significancia nos diferentes tempos.
*Experimento representativo de uma série de dois realizados nos mesmos
moldes.
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Verificou-se assim que P. expansum € incapaz de alcangar niveis
adequados de germinagdo em agua destilada estéril, necessitando de
condicdes ambientais e nutricionais minimamente favoraveis para sua
germinacao e desenvolvimento.

Tal observacdo foi constatada por Filonow (2005), o qual relatou
que apenas os frutos de macd, cultivares Golden Delicious, Granny
Smith e Red Delicious, que sofreram injurias mecanicas e que, dessa
forma, permitiram o acesso as condi¢des minimas nutritivas necessarias
para o desenvolvimento do fungo, foram infectados pelos fitopatogenos
P. expansum e Botritys cinerea. Nessa mesma linha, Amiri et al. (2005)
relataram que, apesar do desconhecimento acerca dos mecanismos de
adesdo e germinagdo do P. expansum, a disponibilidade de nutrientes
nos ferimentos ¢ nas lenticelas dos frutos de mag¢a contribuem
positivamente tanto para a adesdo quanto para o desenvolvimento do
fitopatogeno, corroborando com os resultados do presente estudo.
Portanto, uma vez presentes no ambiente e quando em contato com o0s
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frutos, os esporos de P. expansum poderiam ocasionar grandes prejuizos
a producdo de magas.

Buscando-se alternativas aos métodos tradicionais utilizados para
o controle do bolor azul em frutos de maca, avaliou-se o potencial
antifungico de alguns 4cidos fenolicos, substancias notadamente
conhecidas por serem produzidas pelas plantas em resposta a um
estresse bidtico ou abidtico e que muito t€m sido difundidas para a
manutencdo da qualidade dos frutos em pos-colheita (TAREEN et al.,
2012).

Dentre os acidos fenolicos estudados nesse trabalho, os acidos
siringico e clorogénico, a 2,5 mM, inibiram em aproximadamente 80% a
germinacdo dos esporos de P. expansum e em cerca de 70% o
desenvolvimento do tubo germinativo do fitopatégeno, quando
comparados ao controle (FIGURA 3A e 3B).

O acido salicilico, por sua vez, apresentou a maior atividade
antimicrobiana, inibindo 100% da germinacdo do fungo quando
aplicado a 2,5 mM (FIGURA 3A e 3B), sendo testado posteriormente
em diferentes concentragdes.

A medida que a concentragdo do AS decresceu, observou-se uma
reducdo de sua eficiéncia, partindo de 100% de inibicao da germinagdo a
2,5 mM para 80% de inibicdo da germinacdo a | mM (FIGURA 4A e
4B), correlacionando o poder antifungico do AS com a dose utilizada.
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Figura 3. Porcentagem de germinagdo (A) e comprimento do tubo germinativo
(B) de esporos do fungo P. expansum submetidos a diferentes acidos fendlicos a
concentragdo de 2,5 mM. O controle se refere aos esporos germinados em suco
de mac¢d a 4%, sem adi¢do de fenolicos. Barras de erros indicam o desvio
padrao. Médias com letras distintas indicam diferencas significativas entre os
tratamentos ao nivel de 5% de significancia. ¥*Experimento representativo de
uma série de dois realizados nos mesmos moldes.
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Figura 4. Porcentagem de germinagdo (A) e comprimento do tubo germinativo
(B) de esporos do fungo P. expansum submetidos a diferentes concentragdes de
AS (0; 1; 2,5; 5 mM). Observou-se um efeito significativo de doses de acordo
com o teste F (p <0,05). *Experimento representativo de uma série de trés
realizados nos mesmos moldes.

A

150+
=
\o/ 100¢
15 b
g
g 50+
&)
G L L L} L ' L}
0 1 2 3 4 5 6
Concentragéo (mM)
o) B
= 150+
£ }
s
g 100+
)
S
=
k=) 50+
:
S
g 0 L ) L} L} ' L}
© 0 1 2 3 4 5 6

Concentragdo (mM)

Resultados similares foram encontrados contra os fitopatogenos
Rhizopus  stolonifer, Fusarium oxysporum, Rhizoctonia solani,
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Sclerotium  rolfsii, Macrophomina phaseolinae, Pythium sp. e
Phytophthora sp., os quais tiveram a germinagdo e o desenvolvimento
inibidos em cerca de 70% quando tratados com AS na concentracdo de
2,5 mM ou 5 mM (PANAHIRAD et al., 2012; EL-MOHAMEDY et al.,
2013).

O AS também ¢ responsavel por importantes papéis regulatorios
em plantas, modulando e elicitando respostas especificas de defesa apds
estresses bidticos e abidticos ou mesmo trazendo efeitos benéficos
quando aplicado exogenamente, aumentando, por exemplo, a eficiéncia
do controle biologico por leveduras como Cryptococcus laurentii em
peras (YU et al., 2007; ZHANG et al., 2009) e macds (YU & ZHENG,
2006).

Com isto, propoe-se que o AS além de possuir um forte efeito
antimicrobiano contra uma vasta gama de fitopatdogenos, parece ser
também importante para a manutencdo da microbiota da superficie dos
frutos de maca e para elicitagdo das respostas de defesa, se tornando
uma alternativa aos métodos tradicionais de controle.

Além disso, quando os esporos de P. expansum foram submetidos
aos tratamentos com hipoclorito (i.a 0,5% cloro ativo) e AS (2,5 mM),
os mesmos apresentaram padrdes semelhantes quanto a velocidade da
germinacdo e desenvolvimento. O hipoclorito foi capaz de inibir 100%
da germinacdo do fitopatégeno apds 30 minutos de contato, ao passo
que o AS inibiu neste mesmo periodo cerca de 90% da germinacdo
(FIGURA 5A). Por sua vez, em relagdo ao desenvolvimento do tubo
germinativo, o hipoclorito atuou mais rapidamente, inibindo
completamente o desenvolvimento do tubo germinativo aos 30 minutos,
ao passo que o AS somente foi capaz de inibir o desenvolvimento em
100% aos 60 minutos (FIGURA 5B).
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Figura 5. Velocidade de atuacdo do AS a 2,5 mM na porcentagem de
germinagdo (A) e no desenvolvimento do tubo germinativo (B) dos esporos de
P. expansum. O controle refere-se aos esporos germinados em suco de maga a
4%. Barras de erros indicam o desvio padrdo. Médias com letras distintas
indicam diferencas significativas ao nivel de 5% de significancia nos diferentes
tempos. *Experimento representativo de uma série de trés realizados nos
mesmos moldes.
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Por outro lado, mesmo apresentando um alto efeito antifingico
contra P. expansum, verificou-se que a atuacdo do AS est4 condicionada
quimicamente a sua estrutura molecular e, consequentemente ao seu pH
padrdo, de 2,8 (FIGURA 6A e 6B). Nas suspensdes de esporos que
tiveram o pH ajustado para 2, o fungo teve a germinagdo completamente
inibida, independente do tratamento. Em suco de maca 4%, nos pH de 3,
4 e 8, por outro lado, o fungo teve uma germinacdo de 100%,
desenvolvendo o tubo germinativo normalmente. Em solucdo de AS, no
pH 3, ou sob hipoclorito nos diferentes pH, novamente o fungo ndo
germinou, ao passo que em AS nos pH 4 e 8, o fitopatdogeno teve uma
germinacdo de cerca de 70% e consideravel desenvolvimento do tubo
germinativo (FIGURA 6A e 6B).

Avaliando-se o efeito do pH em intervalos menores, foi
observado que, quando aplicado em solucdo com pH de até 3, o AS
inibiu completamente a germinagdo do fitopatdogeno, confirmando os
resultados anteriores.

A medida que o seu pH foi sendo alcalinizado, de 3,5 & 6, houve
um declinio no potencial antifingico do AS, de forma que em pH 5,5
ndo houve diferencas significativas na germinagdo dos esporos
suspensos em AS comparado ao controle com suco de ma¢a (FIGURA
7A e 7B). Isto pode estar relacionado ao fato de que, uma vez
alcalinizado o pH da solugdo de AS, o composto pode estar perdendo
suas caracteristicas fendlicas, a partir da associacdo dos grupamentos
hidroxilas aos protons do anel aromatico, levando a uma diminui¢do do
seu potencial antifungico, de penetragdo e corrosdo, além do potencial
antioxidante.

Outros compostos quimicos também apresentaram alteracdo na
atividade biologica em fungcdo do pH do meio. Trabalhando com o
patossistema P. digitatum e citros, Smilanick et al. (2005) mostraram
que o potencial antimicrobiano do fungicida imazalil ¢ dependente do
pH da solucdo, de forma que em solugdes alcalinas (pH 9), a
concentragdo 0,1 ug.mL'l, o fungicida inibe 100% da germinacdo dos
esporos, ao passo que em pH 4cido (pH 4), na mesma concentracao, o
fungicida foi capaz de inibir apenas 10% da germinacgdo dos esporos de
P. digitatum. Nesse mesmo sentido, Palmer et al. (1997) ja haviam
demonstrado que a utilizacdo de bicarbonato de sddio para o controle de
B. cinerea ¢ dependente do pH da solucdo. Assim, quando o bicarbonato
de sodio ¢ acidificado, ele se torna ineficiente, e o fitopatdgeno germina
100%.
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Figura 6. Porcentagem de germinacdo (A) e comprimento do tubo germinativo
(B) de esporos do fungo P. expansum submetidos aos tratamentos AS (2,5 mM)
ou cloro (0,05%) em diferentes pH. O controle refere-se aos esporos
germinados em suco de magd a 4%. Barras de erros indicam o desvio padrdo.
Médias com letras distintas indicam diferengas significativas ao nivel de 5% de
significancia. *Experimento representativo de uma série de trés realizados nos
mesmos moldes.
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Para os esporos suspensos em suco de maca, apenas situagdes
extremas (pH 2) foram capazes de inibir completamente a germinagao e
desenvolvimento do fitopatdgeno (FIGURA 7A e 7B). Segundo
relataram Smilanick et al. (2005), nessas situagoes (pH 2), os esporos de
P. expansum sdo inativados mas ndo destruidos, sendo pouco afetados
em solucgdes de pH acidificado (pH 4).

Isso foi comprovado pelo trabalho de Li et al. (2010), onde ao
tratarem os esporos de P. expansum com solu¢des muito acidas (pH 2),
neutras (pH 5) e alcalinas (pH 8), encontraram uma inibicdo da
germinacdo dos esporos de 80% nas solugdes muito 4cidas,
demonstrando por ensaios bioquimicos e por analises de protedmica que
o pH do ambiente afeta internamente o pH dos esporos do fungo e os
niveis de ATP inibindo, consequentemente, a germinagcdo dos esporos
de P. expansum.

Tomados conjuntamente, esses dados sugerem que o estresse
causado pela acidificacdo extrema do ambiente muda o pH interno dos
esporos, afetando o metabolismo e o consumo energético e, por outro,
afetando a regulacdo da expressdo de proteinas e dos genes como
sinalizadores, corroborando com os dados encontrados no presente
estudo, onde a utilizagdo de meios extremos, com pH 2, inibiu
completamente a germinacdo dos esporos de P. expansum, sejam
tratados com agua destilada estéril ou com AS 2,5 mM.

No entanto, quando o pH se torna levemente acidificado, na faixa
de 2,5 a 2,8, os esporos de P. expansum reconhecem o ambiente
propicio, voltando a germinar completamente quando o pH chegou ao
valor 3 em presenca de suco de maga a 4%, mas nao sob a acdo do AS
(FIGURA 7A e 7B).

Isso pode estar relacionado ao fato de que P. expansum é um
fitopatogeno acidico, isso €, que acidifica o tecido do hospedeiro pela
secrecao de acidos organicos, tais como o acido D-gluconico (pH 3.5) e
acido citrico, para com isso infectar e colonizar os tecidos (BARAD et
al., 2014). Nesse sentido, isolados de P. expansum capazes de expressar
maiores atividades da enzima glucose oxidase e, dessa forma, secretar
mais 4acidos organicos aos tecidos, t€m um maior progresso na
colonizacdo, ao passo que, com a diminui¢do do acumulo do acido
gluconico, ha uma diminui¢do na colonizagdo dos tecidos (HADAS et
al., 2007).
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Figura 7. Porcentagem de germinacdo (A) e comprimento do tubo germinativo
(B) de esporos do fungo P. expansum submetidos ao tratamento com AS a 2,5
mM em diferentes pH. pH 2,8 — pH padrdo do AS. O controle refere-se aos
esporos germinados em suco de magd a 4%. Barras de erros indicam o desvio
padrdo. Médias com letras distintas indicam diferengas significativas ao nivel de
5% de significancia nos diferentes pH. *Experimento representativo de uma
série de trés realizados nos mesmos moldes.
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De forma semelhante, quando o 4cido salicilico (AS) ¢ conjugado
ao acetato, formando uma molécula de acido acetil salicilico (AAS), ele
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ndo foi capaz de inibir significativamente a germinagdo dos esporos de
P. expansum, igualando-se ao tratamento controle, onde 100% dos
esporos germinaram. Mesmo em pH 3, o AAS inibiu somente 10% da
germinacdo do fitopatdogeno, ao passo que o AS em pH padrio (2,8)
inibiu a germinagdo dos esporos em 100% (FIGURA 8A e 8B).

A diminui¢do do efeito antifungico do AS pode estar relacionada
a incorporacao de um grupamento acetil na molécula do 4cido salicilico,
transformando-o quimicamente em 4acido acetilsalicilico (aspirina),
tornando-o em uma molécula sem atividade antimicrobiana, como
observado em nosso estudo.

Mesmo sem apresentar efeito antiflingico sobre P. expansum, o
AAS foi capaz de impedir a formacao de biofilmes de Candida albicans
e C. parapsilosis in vitro (ZHOU et al., 2012). Além disso, sua
aplicacdo exdgena foi capaz de atrasar o amadurecimento de cerejas e de
manter as qualidades fisico-quimicas e de compostos bioativos nos
frutos, quando comparados ao tratamento controle feito com agua, em
um estudo realizado por Valero et al. (2011).
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Figura 8. Porcentagem de germinacdo (A) e comprimento do tubo germinativo
(B) de esporos de P. expansum submetidos ao AS ou AAS a 2,5 mM em
diferentes pHs. pH 2,8 — pH padrdo do acido salicilico. pH 4 — pH padrdo do
AAS. O controle refere-se aos esporos germinados em suco de maca a 4%.
Barras de erros indicam o desvio padrdo. Médias com letras distintas indicam
diferencas significativas ao nivel de 5% de significancia. *Experimento
representativo de uma série de dois realizados nos mesmos moldes.

A
a a a
100 b
80+
=
R 604
&
é 404
L
o
20
c
(0] T
N < X )
s S =
< At
QQ
Tratamentos

300+

200+ b

1004

Comprimento Tubo Germinativo (um)
=)
o
-4 0
R - ©

& B S 05
S & h v &
s & w
<° v
S
Tratamentos

Em conjunto, tais resultados associados aos de outros estudos
relacionados, demonstram a importidncia das pesquisas envolvendo
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acidos fenodlicos para a substituigdo de métodos convencionais de
controle, tais como o emprego do hipoclorito, muito eficiente na
erradicacdo de esporos de P. expansum em tanques de lavagem, mas que
pode causar sérios danos & saide humana e ao ambiente, através da
formacdo de complexos toxicos com compostos organicos, formando
trihalometanos, compostos sabidamente cancerigenos (MEYER, 1994).

Por sua vez, o AS apresenta-se dentre os acidos fendlicos como
uma alternativa viavel a substituicdo dos produtos convencionais,
apresentando efeitos antimicrobianos mesmo em baixas concentragoes,
de forma réapida e eficiente, além de ser capaz de catalisar os efeitos dos
microorganismos utilizados para o controle bioldgico em pos-colheita,
de elicitar as respostas de defesa frente aos estresses sofridos e de
manter as caracteristicas naturais dos frutos (YU & ZHENG, 2006;
ASGHARI et al., 2010; KAZEMI et al., 2011). Além disso, mesmo com
modificagdes em sua estrutura quimica, o AS mantém caracteristicas
desejaveis, sendo capaz de manter as qualidades fisico-quimicas dos
frutos e de apresentar potencial antimicrobiano contra outros
fitopatogenos.

Para se estudar os mecanismos de acdo bioquimicos do AS e
tentar entender como ele age sobre o fungo, primeiramente, esporos de
P. expansum foram germinados em suco de mag¢a a 4% ou em solugdo
de AS (2,5 mM c.f) e corados com o reagente Calcofluor White Stain
para o acompanhamento do seu desenvolvimento por meio da
visualizacdo morfologica da parede celular.

Notou-se que mesmo apos duas horas de aplicagdo do AS sobre
os esporos do fungo, ndo foram observadas diferencas morfologicas na
estrutura da parede celular do fitopatdgeno em comparacdo ao
tratamento controle, observando-se uma homogénea coloracao da parede
celular (FIGURA 9).
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Figura 9. Morfologia da parede celular dos esporos de P. expansum suspensos
em suco de maga a 4% por 0 h (A), 8 h (B), 10 h (C) e 12 h (D) em microscopia
de fluorescéncia, apos coloragdo com Calcofluor White Stain; morfologia da
parede celular dos esporos de P. expansum tratados com AS (2,5 mM) por 2 h
(E) em microscopia de fluorescéncia apods coloragdo com Calcofluor White
Stain. *Campos representativos de uma série de dois experimentos realizados
nos mesmos moldes.
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De forma semelhante, mesmo apos a incubacao dos esporos em
solu¢do contendo AS a 2,5 mM, sob diferentes tempos, ou em suco de
macd a 4%, novamente ndo foram observadas modificagdes
morfoldgicas na parede celular dos esporos de P. expansum, germinados
ou ndo, sob microscopia de luz (FIGURA 10) ou fluorescéncia
(FIGURA 11).
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Figura 10. Efeito do AS (2,5 mM) sobre a morfologia (parede celular) dos
esporos de P. expansum visualizados em microscopia de luz visivel. Esporos de
P. expansum germinados ou ndo tratados por 0 min (A), 5 min (B), 15 min (C),
30 min (D), 60 min (E) ou 120 min (F). *Campos representativos das diferentes
repeticdes. **Campos representativos de uma série de dois experimentos
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Figura 11. Efeito do AS (2,5 mM) sobre a morfologia (parede celular) dos
esporos de P. expansum visualizados em microscopia de fluorescéncia,
correspondente a figura 10. Esporos de P. expansum germinados ou nio
tratados por 0 min (A), 5 min (B), 15 min (C), 30 min (D), 60 min (E) ou 120
min (F). *Campos representativos das diferentes repetigdes. **Campos
representativos de uma série de dois experimentos realizados nos mesmos
moldes.
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Esporos de P. digitatum tratados com doses letais (100 mmol.L")
de perdxido de hidrogénio (SOT) tiveram a germinagdo completamente
inibida, porém ndo apresentaram danos na parede celular quando
avaliados por microscopia de fluorescéncia e eletronica de transmissdo
(CERIONI et al., 2010), de forma similar a acdo do AS. Dessa forma,
observa-se que, possivelmente, tanto tratamentos anti-oxidantes como
oxidantes ndo sdo capazes de danificar a parede celular dos esporos de
fitopatogenos, devido as suas caracteristicas morfologicas.
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A integridade da membrana plasmatica dos esporos de P.
expansum foi analisada quali e quantitativamente a partir das diferengas
entre o tratamento com AS a 2,5 mM e o controle. Qualitativamente, nos
esporos de P. expansum tratados com AS 2,5 mM, ocorreu uma gradual
penetragcdo do corante celular iodeto de propideo em fungdo do tempo de
contato entre a suspensdo de esporos € o AS. Isso estd relacionado a
permeabilidade seletiva celular, uma vez que o iodeto de propideo ¢
comumente utilizado na identificagdo de células mortas, intercalando-se
entre as bases no DNA ou RNA, ndo penetrando em células vivas
devido a permeabilidade seletiva das membranas (WANG et al., 2014).

Quando os esporos de P. expansum apresentaram danos na
membrana plasmatica, o iodeto de propideo foi capaz de penetrar na
célula e emitir uma coloracdo avermelhada sob microscopia de
fluorescéncia (FIGURA 13). A partir dos esporos de P. expansum
observados nos campos das figuras 12 e 13, foi quantificado a
porcentagem de esporos que apresentavam danos na membrana
plasmatica apds a exposigdo aos tratamentos (FIGURA 14).

Apo6s 30 minutos de contato com a solugdo de AS a 2,5 mM,
100% dos esporos apresentaram danos na membrana plasmatica, ao
passo que no controle, praticamente a totalidade dos esporos manteve a
membrana integra ao longo do experimento (FIGURA 14).
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Figura 12. Efeito do AS (2,5 mM) sobre a morfologia (membrana plasmatica)
dos esporos de P. expansum visualizados em microscopia de luz visivel.
Esporos de P. expansum germinados ou ndo, tratados por 0 min (A), 5 min (B),
15 min (C), 30 min (D), 60 min (E) ou 120 min (F). *Campos representativos
das diferentes repeticdes. **Campos representativos de uma série de dois
experimentos realizados nos mesmos moldes.
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Figura 13. Efeito do AS (2,5 mM) sobre a integridade da membrana plasmatica
dos esporos de P. expansum observados em microscopia de fluorescéncia. Os
esporos foram tratados por 0 min (A), 5 min (B), 15 min (C), 30 min (D), 60
min (E) ou 120 min (F) com AS e corados com iodeto de propideo. Esporos em
vermelho perderam a integridade da membrana. *Campos representativos das
diferentes repeticdes. **Campos representativos de uma série de dois
experimentos realizados nos mesmos moldes.

0 minutos B 5 minutos C 15 minutos

30 minutos 60 minutos F 120 minutos
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Figura 14. Efeito do AS a 2,5 mM na integridade da membrana plasmatica dos
esporos de P. expansum apos diferentes tempos de contato. O controle se refere
aos esporos germinados em suco de macd a 4%. Barras de erros indicam o
desvio padrdo. Médias com letras distintas indicam diferengas significativas ao
nivel de 5% de significancia nos diferentes tempos.
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Outra maneira utilizada para se verificar o efeito do AS sobre a
integridade da membrana plasmatica de P. expansum foi através da
quantificacdo de espécies reativas de ATB (4cido tiobarbiturico).
Esporos processados do tratamento-controle apresentaram niveis de
espécies reativas de ATB nulos, ao passo que, quando tratados com AS
por 30 minutos, aproximadamente 2000 pmol de espécies reativas de
ATB por mg de proteina foram quantificados, sendo crescentes estes
valores com o aumento do tempo de contato dos esporos com a solucdo
de AS, chegando a um maximo de 6000 pmol de espécies reativas de
ATB por mg de proteina apds 120 minutos de contato (FIGURA 15).
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Figura 15. Espécies reativas de ATB (pmol.mg de proteina™) a partir de esporos
de P. expansum tratados com AS 2,5 mM por diferentes tempos, indicando
estresse oxidativo das membranas celulares. O controle refere-se aos esporos
tratados com agua destilada estéril. Barras de erros indicam o desvio padrdo.
Médias com letras distintas indicam diferencgas significativas ao nivel de 5% de
significdncia nos diferentes tempos. *Experimento representativo de uma série
de dois realizados nos mesmos moldes.
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A membrana plasmdtica nas células desempenha um papel
fundamental na manutencdo e viabilidade celular, desde os esporos aos
micélios formados pelos fungos, onde severos danos na bicamada
lipidica podem resultar em um colapso celular, levando ao
extravasamento dos compostos intracelulares (CHEN et al., 2014).

O tratamento com AS, um acido fenolico amplamente encontrado
na natureza, demonstrou ser eficiente em comprometer a integridade
funcional da membrana plasmatica de P. expansum a uma baixa
concentragdo, sendo crescente os danos ocorridos na membrana
plasmatica com um aumento no tempo de contato entre o fitopatégeno e
o AS, ndo sendo observados efeitos destrutivos na parede celular do
fungo.

Por sua vez, por possuirem um tamanho muito pequeno e,
consequentemente, com baixo teor e potencial de extravasamento
protéico, os esporos de P. expansum foram substituidos por micélios do
fungo, e esses, utilizados para a quantificacdo do extravasamento de
proteinas soluveis apos o tratamento com AS.
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Apbs a exposicdo por 15 minutos a solucdo de AS 2,5 mM,
ocorreu um extravasamento de 2,4 pg de proteina soluvel por g de
micélio umido, sendo crescentes esses valores, a um maximo de,
aproximadamente, 3,2 pug de proteina soluvel por g de micélio imido
120 minutos apés o contato dos micélios com o AS, ao passo que o
extravasamento protéico ndo passou o valor de 1,8 pg de proteina
soltvel por g de micélio imido em tratamento-controle ao longo das
duas horas de incubagao (FIGURA 16).

Figura 16. Extravasamento de proteinas de micélios de P. expansum tratados
com AS (2,5 mM) por diferentes tempos. O controle refere-se aos micélios
tratados com agua destilada estéril. Barras de erros indicam o desvio padrdo.
Médias com letras distintas indicam diferengas significativas ao nivel de 5% de
significancia nos diferentes tempos. *Experimento representativo de uma série
de trés realizados nos mesmos moldes.
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Resultados semelhantes foram encontrados por Liu et al. (2010)
que, ao utilizarem silicio como tratamento e observarem uma completa
inibicdo da germinacdo dos esporos de P. digitatum, cruzaram oS
resultados encontrados com andlises de microscopia de fluorescéncia,
identificando os danos causados na membrana plasmatica dos esporos,
com espectrofotometria, quantificando extravasamento de proteinas e
agucares soluveis ao meio.

Em outro experimento, Zhang et al. (2011) relacionaram a
inibi¢do da germinacao de esporos de P. expansum ao potencial do acido
B-aminobutirico (BABA) em causar danos na membrana plasmatica dos
esporos, onde ao se aumentar as doses de BABA, aumentou-se a
porcentagem de esporos corados com iodeto de propideo, bem como a
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quantidade de agticares e proteinas soluveis no meio, de modo similar a
acgdo do AS.

A partir da analise em microscopio eletronico de transmissao,
verificou-se que os esporos de P. expansum suspensos em agua destilada
apresentam um interior celular organizado, onde ¢ possivel a
identificagdo das organelas presentes no citoplasma celular, como
mitocondrias, reticulos endoplasmaticos rugosos, ribossomos, além da
presenca de um vacuolo central e uma fina parede celular (FIGURA 17).

Em contrapartida, em esporos tratados com AS (2,5 mM) por 1
hora, observou-se uma alteragdo da morfologia intracelular, com grande
formacdo de vactolos, invaginacdes da membrana plasmatica,
desorganizagdo das estruturas celulares presentes no citoplasma, além de
um proeminente espessamento da parede celular dos esporos (FIGURA
17).

Figura 17. Microscopia eletronica de transmissdo dos esporos de P. expansum
tratados com agua (a — ¢) ou com AS 2,5 mM (d — h). (a) esporo de P.
expansum organizado com a presenca de um vacuolo central (V) e organelas no
citoplasma (Ci). (b) detalhe da presenca de mitocondrias (M), de reticulo
endoplasmatico rugoso (Rer) e fina parede celular (PC) em esporos de P.
expansum. (c) detalhe do citoplasma com intimeros ribossomos livres em esporo
de P. expansum. (d) esporo de P. expansum com morfologia irregular apods
tratamento com AS 2.5 mM; (e) detalhe do esporo de P. expansum com a
formagdo de grande quantidade de vacuolos; (f —h) detalhes da desorganizacio
das estruturas celulares presentes no citoplasma dos esporos de P. expansum e
do aumento da espessura das paredes celulares apos exposi¢do ao AS.

Estudos com quitosana demonstraram um modelo de agéo onde, a
partir da interagdo entre as cargas dos grupamentos amino presentes em
sua molécula e a membrana plasmatica de esporos de P. expansum,
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resultou em uma alteracdo da permeabilidade seletiva da membrana
plasmatica (WANG et al., 2014).

Tomados em conjunto, os resultados ultra-estruturais e
morfoldgicos apresentados a partir das analises realizadas mostram que,
provavelmente, o modo de atuagdo do AS esta relacionado a corrosdo da
membrana plasmatica dos esporos de P. expansum. A luz dos trabalhos
de Wang et al. (2014), a partir da penetragcdo dos ions salicilato através
da parede celular dos esporos de P. expansum, e sua interagdo com a
membrana plasmatica, formada por lipidios que, proximos a superficie,
possuem ions H' (devido a diferenca de potencial causada pela cadeia
transportadora de elétrons), ocorre uma reacdo semelhante ao processo
catodico de corrosdo. Essa interagdo entre os ions H' da superficie e os
ions do meio corrosivo (AS) rompe a bicamada lipidica ou mesmo
danifica as proteinas associadas & membrana plasmatica dos esporos,
responsaveis pela permeabilidade seletiva.

Ao estudarem o comportamento da membrana plasmdtica de
Phanerochaete chrysoporium em situacdes de estresse causadas por
cadmio, Chen et al. (2014) observaram que a exposicdo das células as
altas dosagens de cddmio levaram ao acimulo de espécies reativas de
oxigénio intracelular e que essas, por sua vez, resultaram em danos a
membrana plasmética pela diminuicio da H'-ATPase, pelo
favorecimento da ligacdo entre o cddmio e proteinas de membrana, ou
pela diminui¢do da eficiéncia de reposi¢do do Ca’" em sitios essenciais
da membrana plasmatica.

A luz do exposto, outro mecanismo de agdo parece estar
relacionado as interagdes entre a molécula de AS ¢ a membrana
plasmatica dos esporos de P. expansum, permitindo trocas quimicas
entre a estrutura molecular dos ions salicilato e os acidos graxos
constituintes da membrana plasmatica, impactando diretamente no
modelo lipidico da membrana celular, diminuindo a fluidez da
membrana a partir da modificacdo da fracdo lipidica ou mesmo pela
ligacdo entre 0 AS e o Ca®", essencial em diversos sitios da membrana
plasmatica, levando a inviabilidade dos esporos do fitopatogeno.

Portanto, o AS apresentou forte efeito antifingico contra o
fitopatogeno P. expansum, mesmo em baixas concentragoes,
observando-se forte ligagdo entre sua estrutura quimica e sua agdo na
membrana plasmatica do fungo. A ag¢do do AS, quando nio alterada pela
alcalinizacdo do pH do meio, levou ao extravasamento de proteinas
soluveis, assim como a desorganizacdo intracelular. No entanto, outros
estudos de natureza bioquimica e molecular se fazem necessarios para o
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total entendimento do(s) complexo(s) mecanismo(s) de agdo
antimicrobiana do AS contra o fitopatogeno.






CAPITULO 3 - POTENCIAL DO ACIDO SALICILICO NO
CONTROLE DO BOLOR AZUL EM FRUTOS DE MACA FUJI
DE DIFERENTES CATEGORIAS

3.1. INTRODUCAO

A industria de alimentos é, sem duvidas, uma das areas mais
importantes para a economia mundial. No Brasil, o agronegocio
representa o segmento mais importante da economia, sendo
costumeiramente relacionado ao superavit da balangca comercial. Na
fruticultura, o pais € a terceira maior poténcia mundial, perdendo apenas
para China e India (CHITARRA & CHITARRA, 2005). No cenario
mundial de producdo de frutas, a maca se destaca, sendo o terceiro fruto
mais produzido no mundo, ficando atrds apenas da banana e melancia
(FAO, 2011).

No Brasil, os frutos de macd sdo muito apreciados, sendo
produzidos 1,3 milhdes de toneladas do fruto em 2012, elevando o pais
a posi¢do de um dos principais produtores mundiais de ma¢a (IBGE,
2012). Deste total, cerca de 50% foram produzidos no estado de Santa
Catarina, principalmente nos locais que se assemelham as regides do
centro de origem da cultura (CEPA, 2013).

Os frutos de macd podem ser infectados por uma ampla
diversidade de fitopatogenos (SPADARO et al., 2002). Dentre eles, o
fungo Penicillium expansum se destaca por ser um dos mais destrutivos,
sendo capaz de causar grandes perdas as industrias de frutas frescas
(SANZANI et al., 2010) como também as industrias de processamento
de frutos, uma vez que o fitopatégeno € o principal produtor da patulina,
uma micotoxina de potencial mutagénico, capaz de causar sérios danos a
saude humana (da ROCHA et al., 2014).

Por estes motivos, a utilizagdo de fungicidas sintéticos continua
sendo a principal forma para o controle do fitopatogeno ao redor do
globo (ZHANG et al., 2011), sendo utilizados largamente apos a
colheita, deixando efeitos residuais nos frutos, ou mesmo na agua de
lavagem das industrias (POULSEN et al., 2009; MAXIN et al., 2012).
Com a crescente preocupagdo social relacionada as questdes ambientais,
assim como a saide humana (DROBY et al., 2009) e o desenvolvimento
de resisténcia dos fitopatdgenos aos ingredientes ativos dos fungicidas
utilizados (WEBER & PALM, 2010), novas estratégias para o controle
do P. expansum se fazem necessarias.

Recentemente, compostos naturais com complexos bioativos
comegaram a ser estudados como alternativas ao uso de fungicidas
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sintéticos (TERRY & JOYCE, 2004). Um desses compostos € o acido
salicilico (AS), um hormoénio vegetal envolvido em diferentes aspectos
do crescimento e desenvolvimento vegetal (TIAN et al, 2007;
ASGHARIA & AGHDAM, 2010), atuando como molécula sinalizadora
na inducdo da biossintese de compostos de defesa, tais como os
polifenodis e proteinas relacionadas a patogénese (YAO & TIAN, 2005),
além de apresentar comprovados efeitos antimicrobianos contra fungos
causadores de podridoes (PANAHIRAD et al., 2012).

Diversos sdo os trabalhos relacionados a utilizacdo do AS na
protegdo de frutas contra o ataque de fitopatdogenos, como em tomates
contra Fusarium oxysporum (MALDAL et al., 2009), Botrytis cinerea
em peras (ZHANG et al., 2008) e Penicillium expansum em cerejas (XU
& TIAN, 2008). Aplicado exogenamente, o AS ainda foi capaz de
induzir respostas de defesa em cerejas (QUIN et al., 2003) e uvas
(DERCKEL et al.,, 1998), aumentando a atividade de glucanases e
quitinases. Em outros estudos, a aplicacdo do AS esta correlacionada a
manutencdo das caracteristicas fisico-quimicas dos frutos, tais como a
melhoria do contetido de s6lidos soluveis e acidez titulavel em frutos de
macd (HAN & LI, 1997), menor perda de massa de frutos de morango
armazenados (SHAFIEE ef al., 2010) ¢ a manutengdo da coloragdo da
epiderme de frutos de péssego (ABBASI et al., 2010).

Nesse contexto, o objetivo deste trabalho foi avaliar o potencial
do AS para o controle do bolor azul em frutos de maga, elucidando os
mecanismos de agdo relacionados a indugao de resisténcia.

3.2. MATERIAL E METODOS
3.2.1. Condigoes de cultivo e frutos de maca

Os experimentos foram conduzidos no Laboratério de
Fitopatologia do Centro de Ciéncias Agrarias da Universidade Federal
de Santa Catarina, no periodo de margo de 2012 a outubro de 2013.

Os frutos de maga (Malus domestica cv. Fuji), das categorias 1, 2
e 3 (TABELA 1) foram adquiridos juntos a COOPERSERRA -
Cooperativa do Estado de Santa Catarina, e mantidos por
aproximadamente 2 meses em cimara fria a 4°C até sua utilizagdo.
Antes dos experimentos, os frutos passaram por um processo de
desinfestacdo, sendo imersos em solugdo de hipoclorito (i.a 0,5%) por 2
minutos, lavados em 4gua corrente e secos ao ar.



87

Tabela 1. Limites de tolerancia e defeitos permitidos por categoria de frutos de
magca.

Categorias

Limites de toleriancia por categoria
1 2 3

Minimo da éarea da epiderme da fruta com

coloragao vermelha (%): 40 20 10

Resisténcia de polpa min (Ibs / polz) 10 10 10
Resisténcia de polpa max (Ibs / polz) 22 22 22
Bitter pit - area atingida (mmz) 0 10 50
Lesao cicatrizada leve (mmz) 30 200 1000
Lesao cicatrizada grave (mmz) 10 30 500
Danos mecanicos (sz) 1 2 5
Lesao aberta da areca (mmz) 5 20 70
Queimaduras do sol (% da area) 10 20 >20

*Modificada a partir da Instrug¢do normativa 05. Disponivel em:
http://www.cidasc.sc.gov.br/classificacao/files/2012/08/Instru%C3%A7%C3%
A3o-Normativa-05-Ma%C3%A7%C3%A3-1.pdf

3.2.2. Obtencao e manutenc¢io do isolado de Penicillium expansum

O fitopatogeno Penicillium expansum, isolado de frutos de maca
infectados, foi cedido pela pesquisadora Dra. Rosa Maria Valdebenito
Sanhueza, sendo armazenado na micoteca do Laboratorio de
Fitopatologia da Universidade Federal de Santa Catarina, sob o cddigo
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MANE 138. O isolado foi crescido em meio de cultura Batata Dextrose
Agar (BDA) e mantido a 25°C, sob luz fluorescente.

P. expansum foi repicado periodicamente e, quando utilizadas, as
suspensdes de esporos (1 x 10* esporos.mL'l) foram obtidas de culturas
com duas semanas de idade.

3.2.3. Obtencio do acido salicilico

O 4cido salicilico (AS), formula quimica C;H¢Os3, foi adquirido
junto a empresa Sigma (Sigma-Aldrich, USA) em pd, sendo utilizado
em diferentes concentragdes nos diferentes experimentos realizados.
Para sua dissolucdo, foi utilizada agua destilada estéril (SHALMASHI
& ELIASSI, 2008).

3.2.4. Efeito erradicante, protetor e curativo do AS em frutos de
maca cv. Fuji de diferentes categorias

Apos a desinfestagdo e secagem dos frutos, estes foram
distribuidos em bandejas plasticas com dimensdes (mm) de 400 x 270 x
133. Com auxilio de uma agulha padronizada (5 mm x 2 mm), foram
feitos dois ferimentos na regido equatorial de cada fruto, sendo
realizadas 4 repeticdes para cada tratamento, onde uma parcela
experimental foi representada por uma bandeja contendo 4 frutos.

Para se testar o efeito erradicante do AS, frutos de maca das
categorias 1, 2 e 3 foram imersos por 2 minutos em suspensdes de
esporos de P. expansum (1 x 10* esporos.mL'l), preparadas em agua
destilada (controle) ou em solugdo de AS a 2,5 mM (pH 2,8). As
suspensdes haviam permanecido sob agitacdo durante 30 minutos antes
da imersdao das magds. Em seguida, os frutos foram dispostos nas
bandejas plésticas e, a elas, adicionados 20 mL de agua sobre papel
toalha, simulando uma cadmara umida. As bandejas contendo os frutos
tratados e inoculados foram incubadas a 25°C ou a 4°C + 1°C, sob alta
umidade relativa e mantidas em escuro por todo o periodo experimental.

O efeito de protecdo foi avaliado a partir da imers@o dos frutos de
maca das diferentes categorias em agua destilada ou em solugdo de AS
(2,5 mM e pH 2,8) por 2 minutos. Posteriormente, apés a secagem,
realizou-se a inoculagdo dos frutos através da imersdo em suspensao de
esporos (1 x 10* esporos.mL'l) de P. expansum por 2 minutos. As
bandejas contendo os frutos tratados e inoculados foram incubadas a
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25°C ou a 4° + 1°C durante todo o periodo experimental, sendo mantidas
em escuro.

O efeito curativo foi feito alterando-se as aplicagdes, isto €, com
os frutos primeiramente sendo inoculados e depois recebendo os
tratamentos. A inoculagdo foi através da imersdo em suspensdo de
esporos (1 x 10* esporos.mL") de P. expansum por 2 minutos e, apos a
secagem, os frutos foram imersos em agua destilada ou solucdo de AS
(2,5 mM e pH 2,8) por 2 minutos, fechando-se as bandejas e incubando-
as a 25°C ou a 4°C + 1°C durante todo o periodo experimental, sob
condigdes de escuro.

Para avaliar a severidade da doenca, mediu-se o diametro
horizontal e vertical das lesdes dos frutos, utilizando-se um paquimetro
com precisdo de milimetros. As medidas foram tomadas a cada 4 ou 10
dias, dependendo das condi¢des de incubacdo, iniciando-se a avaliagdo
quando os frutos apresentaram os primeiros sintomas da doenca
(aproximadamente no 4° dia apdés a inoculagdo sob temperatura de
25°C).

A partir do valor médio do diametro das lesdes ao longo do
tempo, em cada bandeja, calculou-se a velocidade do crescimento da
lesdo pela formula: VCL = (£ (6; — 6y) / t) observado, sendo os
resultados expressos em cm / dia, onde 6 representa o didmetro médio
da lesdo no tempo t.

A incidéncia da podridao foi calculada dividindo o numero de
furos apresentando sintomas caracteristicos do bolor azul nos frutos de
maca pelo nimero total de furos feitos, no final do experimento, sendo
os valores representados em %.

3.2.4.1. Caracterizacdo fisico-quimica dos frutos de maga cv Fuji das
diferentes categorias

Antes e ao final do experimento, os frutos das diferentes
categorias de maga cv. Fuji foram amostrados conforme a normativa n°
5 do MAPA, retirando-se amostras de 10% dos frutos de maga antes de
receberem os tratamentos (0 dias), e apos terem sido submetidos aos
diferentes tratamentos e a incubagdo (aos 12 ou 40 dias, dependendo da
temperatura de incubacdo), para avaliacdo da perda de massa, sélidos
soluveis e acidez titulavel.

A perda de massa dos frutos (PMF) foi quantificada conforme o
proposto por Tefera ef al. (2007), onde com o auxilio de uma balanca
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semi-analitica, a massa de cada um dos frutos foi medida aos 0 e 12 dias
quando incubados a 25°C, e aos 0 e 40 dias, a 4°C.

A determinagdo dos solidos soluveis (SS) foi realizada segundo
o método de Dong et al. (2001), com modificagdes. Para tanto, as magas
amostradas nos diferentes tempos foram trituradas em um processador
de alimentos para obtencdo do extrato liquido bruto. Deste extrato,
amostras de 10 pL foram depositadas em refratdmetro (Instrutherm —
RT-30ATC), e determinados os teores de SS, sendo os resultados
expressos em Brix.

A acidez titulavel (AT) foi determinada pelo método de Tefera
et al. (2007), com modificacdes. Os niveis de AT se deram a partir da
titulagdo do suco de maca diluido em agua destilada estéril (10%) com
solucdo de hidroxido de sodio (0,1 N). O calculo relativo de AT foi feito
a partir do volume final gasto de NaOH necessario para alcalinizar o
suco de macd a um pH 8,2, sendo os resultados expressos em (%) de
acido malico presentes em suco de maga.

3.2.5. Efeito erradicante do AS em frutos de maca cv. Fuji de
diferentes categorias

Suspensdes de esporos de P. expansum foram preparadas em
agua destilada, ou em solugdo de AS a 0,5 ¢ 2,5 mM e pH de 2,8. Apos
10 minutos de contato, frutos de macd das diferentes categorias
previamente feridos, foram imersos nessas suspensdes por 2 minutos.
Em seguida, os frutos foram dispostos nas bandejas plasticas e,
incubados a 25°C + 1°C, sob alta umidade relativa e mantidas em escuro
por 12 dias. A avaliacdo da incidéncia e severidade do bolor azul, bem
como da velocidade de crescimento da lesdo, foram feitos conforme
descrito anteriormente. O experimento foi repetido duas vezes para
confirmagao dos resultados.

Posteriormente, para se verificar a influéncia do pH na atuacao do
AS sobre o bolor azul, frutos de mag¢a foram imersos em suspensdo de
esporos preparadas em agua destilada ou em solugdo de AS a 2,5 mM
em pH 3 (padrdo) ou pH 6 (ajustado), seguindo os moldes anteriores. As
suspensdes haviam permanecido sob constante agitagdo durante 10
minutos antes da imersdo dos frutos. O tratamento com AS teve seu pH
modificado pela adicdo de NaOH 2 N e o experimento foi realizado duas
vezes.

Ainda para se verificar a influéncia do pH na incidéncia e
severidade do bolor azul, aumentou-se o tempo de agitagdo das
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suspensdes de esporos de P. expansum para 30 minutos, antes da
imersdo dos frutos, mantendo-se os demais procedimentos. As
suspensdes de esporos foram preparadas em: 4gua destilada estéril
(controle positivo), dgua destilada estéril pH 3 (ajustado), AS 2,5 mM
ou hipoclorito (i.a 0,5%). O experimento foi realizado duas vezes. Os
padroes fisico-quimicos dos frutos foram avaliados conforme descrito
no item 3.2.4.1.

3.2.6. Ensaios bioquimicos dos frutos de maca cv. Fuji
3.2.6.1. Tratamentos

Para se verificar a influéncia do AS em elicitar as respostas de
defesa em macas, frutos das diferentes categorias foram imersos por 2
minutos em agua destilada estéril, solugdo de AS (2,5 mM), suspensdo
de esporos de P. expansum em agua destilada (contato por 30 minutos)
ou suspensdo de esporos de P. expansum em solucdo de AS a 2,5 mM
(contato por 30 minutos) nos moldes erradicantes descrito
anteriormente, sendo realizadas 4 repetigdes para cada tratamento, onde
uma parcela experimental foi representada por uma bandeja contendo 6
frutos. Os padrdes fisico-quimicos dos frutos também foram avaliados,
conforme descrito no item 3.2.4.1 e o experimento realizado uma vez.

3.2.6.2. Amostragem

Cinco discos (6 mm de didmetro x 4 mm de profundidade) da
polpa dos frutos de maga das diferentes categorias, foram retirados com
epiderme (300 mg), para cada repeti¢do, sendo realizadas cinco
repeticdes por tratamento. Os tempos de amostragem foram de 0, 20, 40
e 80 horas apos os tratamentos. As amostras foram armazenadas em
tubos tipo eppendorf e congeladas imediatamente em nitrogénio liquido.
O material coletado foi mantido em ultra-freezer (-80°C) até o momento
de sua utilizagao.

3.2.6.3. Determinacdo das atividades enzimadticas

As amostras de macd (300 mg) foram maceradas em
homogeneizador (Precellys 24®) a 6800 g por 16 segundos (2x), com
adicao ao tecido de 750 pL de tampdo fosfato 100 mM (pH 7,0),
contendo acido ectilenodiamino tetra-acético (EDTA) 1 mM,
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polivinilpirrolidona 1% (PVP) e fluoreto de fenilmetanosulfonil (PMSF)
ImM. A suspensdo obtida foi centrifugada (20.000 g., 30 minutos, 4°C)
e o sobrenadante (extrato protéico) recuperado para a determinacdo de
peroxidases, polifenoloxidases e glucanases.

Para a reacdo de peroxidases foram adicionados 50 uL do extrato
protéico a 250 pL de tampdo fosfato 50 mM (pH 6,0), contendo
guaiacol 20,2 mM e peroxido de hidrogénio 90 mM. A atividade da
enzima foi avaliada através de multileitora de microplacas (Spectramax
Paradigm Molecular Devices), onde foram medidos a conversdo do
guaiacol em tetraguaiacol. A reacdo foi conduzida por 4 min a 40 °C,
com os valores da DO mensurados a cada 30 segundos e gravados. Os
resultados foram expressos em unidades de densidade optica a 470 nm
por mg de proteina por minuto (DOs79 nm Mg proteina'1 min")
(Hammerschmidt, Nuckles, Kuc., 1982).

J& para a reacdo das polifenoloxidases foram adicionados 20 uL
do extrato protéico em 280 pL de tampao fosfato 60 mM (pH 6,0),
contendo catecol 60 mM. A atividade de polifenoloxidases foi avaliada
através de multileitora de microplacas, onde foi mensurada a oxidacdo
do catecol convertido em quinona. A reacdo foi conduzida por 1 min a
40 °C, os valores de DO mensurados e gravados a cada 6 segundos, € 0s
resultados expressos em unidades de densidade optica a 420 nm por mg
de proteina por minuto (DO4y nm mg proteina min'l) (Duangmal &
Apentem, 1999).

Para a determinacdo da atividade de glucanases utilizou-se a
metodologia adaptada de Brisset et al. (2000), a partir do substrato
carboximetilcurdlan-remazol azul brilhante (CM-curdlan-RBB). Para
isto, em tubos tipo eppendorf de 2 mL foram adicionados 200 pL de
CM-curdlan-RBB (4 mg.mL") e 200 pL de tampdo acetato de sodio
(200 mm; pH 5,0), agitados em vortex por 5 segundos e posteriormente
incubados a 40°C em banho maria, por 10 minutos. Finalizado este
processo, 400 pL do extrato protéico obtido foi adicionado a solucdo e
incubados novamente em banho maria por 40°C, por 2 horas. As
amostras tiveram sua reagdo interrompida pela adi¢ao de 200 pL de HCI1
2 N, sendo imediatamente colocadas em banho de gelo por 10 minutos.
Ao final do tempo determinado, as amostras foram centrifugadas a
10.000 g por 10 minutos e o sobrenadante recolhido para a determinagdo
dos valores de glucanase em multileitora de microplacas a 600 nm. Ao
tubo correspondente ao branco, foram adicionados 200 pL de CM-
curdlan-RBB, 200 pL de tampdo acetato de sodio (200 mM; pH 5,0),
400 pL de tampao fosfato de sodio (50 mM; pH 7,0) e 200 uL de HCI 2
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N. A atividade de glucanases foi expressa em unidade de densidade
otica a 600 nm por mg de proteina (DOgpp nm Mg proteina’l).

Foram feitas cinco leituras de uma mesma repeticdo para as
amostras de peroxidases, polifenoloxidases e glucanases, sendo o
experimento realizado uma vez.

3.2.6.4. Determinacdo de proteinas totais

O método de Bradford (1976) foi empregado para a quantificagdo
do contetido total de proteinas nas amostras coletadas, com a utilizagdo
do reagente “coomassie brilliant blue” (CBB), e as leituras de
absorbancia das solugdes realizadas através de multileitora de
microplacas a 595 nm. A reacdo foi feita adicionando-se 250 pL do
reagente a 25 pL do extrato de uma amostra, incubando-os por 5
minutos a temperatura ambiente antes da leitura. Posteriormente, foi
realizada a conversdo dos valores de absorbancia em concentragdo de
proteina soluvel, e esta conversdo feita pela comparacdo com as leituras
de solugdes padrdes de albumina de soro bovino (ASB).

3.2.6.5. Determinacdo do conteudo de compostos fendlicos e
flavondides totais

As determinagdes dos teores de compostos fenolicos totais e
flavonodides em frutos de maca foram realizadas de acordo com as
metodologia descritas por McCue et al. (2000) e Woisky & Salatino
(1998), respectivamente, com modifica¢des. Primeiramente, a 300 mg
de tecido foram acrescentados 1 mL de metanol 80% acidificado (pH
2,0), seguindo de maceracdo em precellys. Ao macerado recolhido,
foram adicionados em tubos do tipo Falcon 2 mL de metanol acidificado
80%, precedido de incubagdo por 1 hora, no escuro, em banho de gelo.
Apos a incubagdo, a mistura foi centrifugada por 5 minutos (6000 rpm,
4°C) e o sobrenadante recolhido.

A reacdo para determinagdo dos compostos fenodlicos totais foi
conduzida acrescentado-se 0,5 mL do extrato dos frutos em 0,5 mL de
metanol 95%. Posteriormente, a estes foram adicionados 1 mL de etanol
95% (V/V), 1 mL de agua destilada estéril, e 0,5 mL do reagente Folin-
Ciocalteau. Passados 5 minutos da mistura, adicionou-se 0,5 mL de
Na,CO;3; (5% m/V). A reagdo foi conduzida no escuro, por 1 hora, sob
temperatura ambiente. Apds esse periodo, a absorbancia foi mensurada
em espectrofotometro a 725 nm, e os valores interpolados em uma curva
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padrdo de 4cido galico (0-100 pg.mL™; R* = 0,99; y = 0,0103x —
0,0268). Os resultados foram apresentados em pg de equivalentes de
acido galico (EAG) por grama de matéria fresca (ug EAG.g MF'I).

J4 a quantificacdo do teor de flavonodides foi realizada a partir de
0,5 mL do extrato em metanol acidificado, o qual foi adicionado em 2,5
mL de etanol 99% e 0,5 mL de solugdo metanolica de cloreto de
aluminio a 2% (m/V). A reagdo foi conduzida no escuro por 1 hora em
temperatura ambiente. Os valores de absorbéancia a 420 nm foram lidos
em multileitora de microplacas e os resultados interpolados em uma
curva-padrao de quercetina (0-100 ug.mL'l; R* = 0,99; y = 0,0141x —
0,0104) e representados em pg de equivalente de quercetina (EQC) por
grama de matéria fresca (ug EQC.g MF'I).

Foram feitas cinco leituras de uma mesma repeticdo para as
amostras de compostos fenolicos e flavonodides totais, sendo o
experimento realizado uma vez.

Identificacdo e quantificacio dos compostos fenélicos por HPLC. A
identificagdo e quantificagdo dos compostos fenolicos presentes nos
extratos metanolicos dos tecidos foram realizados conforme Schmidt et
al. (2012), com modificagdes. Para tanto, 2 mL do extrato metanolico
obtido no item anterior foram centrifugados para a obtengdo do
sobrenadante (6000 rpm, 4°C) e, novamente centrifugados para total
remogdo das particulas. Aliquotas (10 pL) de cada amostra foram
analisadas em cromatdgrafo liquido (Shimadzu LC — 10A), equipado
com coluna C;g (Shim-Pack; 250 mm x 4.6 mm J interno) e detector
espectrofotométrico UV-visivel operando em 280 nm. A eluigdo utilizou
agua: acido acético: n-butanol (350:1:10 V/V/V) como fase moével, com
fluxo de 0.8 mL.min", ¢ a identificagdo dos compostos de interesse
realizada por co-cromatografia e comparacdo dos tempos de retengdo
dos compostos padrdes (4cido galico, acido salicilico, epicatequina e
acido clorogénico — Sigma), sob as mesmas condi¢des experimentais. A
quantificacdo dos compostos fendlicos foi realizada a partir da curva
padrdo externa de acido galico (0.5 — 300 uL.mL"; R” = 0.99; y =
35158x) e levando em conta a area dos picos de interesse para efeito dos
calculos de concentracdo, onde os valores apresentados representam a
média de 3 injegdes por amostra. A concentragdo dos compostos
fenolicos foi expressa em pg de EAG por g de massa seca e o
experimento realizado uma vez.
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3.2.7. Analise Estatistica

Os experimentos foram conduzidos sob delineamento
completamente casualizado, sendo as parcelas experimentais descritas
anteriormente. Com auxilio do software Statistica 10.0, os dados foram
submetidos ao teste de Levene ou Cochran para verificar a
homogeneidade das varidncias (factorial e one-way) dos tratamentos.
Em caso positivo, realizou-se a analise de varidncia e o respectivo F-
teste (5%).

Na avaliacdo dos testes, quando o F-teste foi significativo, fez-se
o teste de separagao de médias de Tukey ao nivel 5% de significancia.

Quando necessario, aplicou-se a analise de regressao linear pelo
software Sisvar 5.0, observando o modelo que melhor se ajustava aos
resultados, com base nos valores do teste-t ao nivel de significancia de
5%.

Os graficos foram construidos com o software Prism 5 for Mac
OS X.

3.3. RESULTADOS

3.3.1. Efeito erradicante, protetor e curativo do AS contra o bolor
azul em frutos de maca cv. Fuji de diferentes categorias

Aplicado na forma erradicante, e permanecendo em contato com
os esporos de P. expansum por 30 minutos antes da imersao dos frutos,
0 AS a 2,5 mM inibiu completamente a incidéncia do bolor azul, tanto
aos 25°C (FIGURA 18) como aos 4°C de incubacdo dos frutos
(FIGURA 19).

Apesar do AS ter apresentado efeito erradicante em ambas
temperaturas, quando aplicado curativa ou preventivamente, o AS ndo
diferiu do controle feito com agua destilada estéril nas categorias 2 e 3
dos frutos de maga, com 100% de incidéncia do fitopatdgeno nos frutos
desafiados, nio diferindo se armazenados a 25°C ou a 4°C (FIGURAS
18 e 19). Por outro lado, associado a baixa temperatura, o AS aplicado
de forma preventiva retardou o desenvolvimento do bolor azul nos
frutos de maca da categoria 1 no periodo de 20 dias apds a inoculagdo,
ndo diferindo do controle feito com agua destila estéril no restante do
periodo de incubagdo (FIGURAS 18 e 19).

O efeito da baixa temperatura sobre o desenvolvimento do bolor
azul nos frutos de magd também foi observado, chegando-se a
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velocidades de crescimento da lesdo aos 40 dias (4°C) inferiores aquelas
encontrados aos 12 dias (25°C) apds a inoculagio do fitopatdgeno,

apresentando um didmetro de lesdo semelhantes ao final do experimento
(FIGURAS 18 e 19).

Figura 18. Efeito do 4cido salicilico a 2,5 mM aplicado em diferentes formas
nos frutos de magd de diferentes categorias, sobre a incidéncia, severidade
(diametro da lesdo em cm) e velocidade de crescimento da lesdao do bolor azul.
Os frutos com indculo foram incubados por 12 dias a 25°C. O controle se refere
ao tratamento com dagua destilada realizado de forma preventiva. Letras
maiusculas nos graficos indicam diferenga estatistica pelo teste de Tukey (5%).
Os valores de % acima das barras no grafico “velocidade de crescimento da
lesdo” indicam a incidéncia do bolor azul ao final do experimento.
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Figura 19. Efeito do acido salicilico a 2,5 mM, aplicado em diferentes formas
nos frutos de macd das diferentes categorias, sobre a incidéncia, severidade
(diametro da lesdo) e velocidade de crescimento da lesdo do bolor azul. Os
frutos com indculo foram incubados por 40 dias a 4°C. O controle refere-se ao
tratamento com agua destilada feito de forma preventiva. Letras maitisculas nos
graficos indicam diferenca estatistica pelo teste de Tukey (5%). Os valores de %
acima das barras no grafico “velocidade de crescimento da lesdo” indicam a
incidéncia do bolor azul ao final do experimento.
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Além de possuir forte efeito antifingico, diferengas fisiologicas
também foram observadas entre os frutos de magd das diferentes
categorias tratados com AS nas diferentes formas de aplicacao.

Nos frutos de macd da categoria 1, ndo foram observados
diferencas estatisticas entre os valores de massa dos frutos, tanto ao inicio
quanto ao final do experimento, independente da forma de aplicacdo do
AS ou das temperaturas em que foram incubados (FIGURA 20).

Em contrapartida, frutos da categoria 2 quando tratados com agua
destilada (tratamento-controle), apresentaram diferencas de
aproximadamente 5 g (perda de, aproximadamente, 12% da massa) entre
a massa inicial e a massa final, tanto aos 25°C (12 dias) como aos 4°C (40
dias) de incubacdo. Quando tratados com AS, independente da forma de
aplicacdo, do periodo e da temperatura de incubagdo, os frutos da
categoria 2 mantiveram constantes as suas massas, nao apresentando
diferentes estatisticas entre o inicio e o fim do experimento (FIGURA 20).
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Por sua vez, frutos de maga da categoria 3 apresentaram diferentes
respostas as temperaturas e aos tratamentos com AS. Nesse caso, a
aplicacdo de AS na forma preventiva, curativa e erradicante foi capaz de
manter a massa dos frutos ao longo do periodo experimental, tanto aos
25°C como aos 4°C. Por outro lado, no tratamento-controle, os frutos de
macd apenas mantiveram sua massa ao final do experimento quando
incubados a 4°C por 40 dias, sendo observado uma perda de massa de
aproximadamente 13% quando incubados a 25°C por 12 dias (FIGURA
20).
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Figura 20. Massa média dos frutos (g) de magd de diferentes categorias,
submetidos aos tratamentos com agua destilada (controle) ou solucdo de AS
(2,5 mM) e expostos ao fitopatdogeno P. expansum, no inicio e ao final do
periodo de incubagdo (12 dias a 25°C e 40 dias a 4°C). Letras maitsculas
indicam diferenga estatistica dentro do tratamento e letras mintsculas indicam
diferenca entre os tratamentos pelo teste de Tukey a 5%.
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Outras caracteristicas fisiolégicas também sofreram alteracdes a
partir da aplicacdo do AS. Os teores de solidos soluveis, por exemplo,
ndo diferiram estatisticamente nos frutos de mag¢a das categorias 1 e 2
quando submetidos as diferentes formas de aplicagdo do AS e as
diferentes temperaturas (FIGURA 21).

Apenas frutos da categoria 3 apresentaram diferencas estatisticas
significativas quando submetidos aos diferentes tratamentos. Nesses, o
tratamento com AS na forma preventiva e curativa, aumentou os valores
de SS, do inicio para o final do experimento, em aproximadamente 7% e
12% para as temperaturas de 4°C e 25°C, respectivamente (FIGURA
21).

Aplicado na forma erradicante, ndo foram observadas diferencas
estatisticas entre o inicio e o fim do experimento. Por outro lado, frutos
submetidos ao tratamento controle tiveram um aumento dos teores de
SS maior do que os observados nos tratamentos com AS, do inicio para
o final do experimento, apresentando valores de 10% e 15% superiores
para as temperaturas de 4°C e 25°C, respectivamente (FIGURA 21).
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Figura 21. Teores de solidos soluveis (“Brix) de frutos de magd de diferentes
categorias, submetidos aos tratamentos com agua destilada (controle) ou
solucdo de AS (2,5 mM) e expostos ao fitopatdogeno P. expansum, no inicio e ao
final do perfodo de incubagdo (12 dias a 25°C e 40 dias a 4°C). Letras
maitsculas indicam diferenga estatistica dentro do tratamento e letras
minusculas indicam diferenga entre os tratamentos pelo teste de Tukey a 5%.
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Os indices de acidez titulavel, por sua vez, ndo apresentaram
diferengas estatisticas significativas quando os frutos de macd das
categorias 1 e 2 foram tratados com AS na forma erradicante, mantendo-
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se semelhantes ao inicio do experimento, tanto aos 25°C (12 dias) como
a0s 4°C (40 dias) de incubac¢do (FIGURA 22).

Os frutos das categorias 1 e 2, imersos em AS na forma preventiva
e curativa, assim como aqueles do tratamento controle, apresentaram
aumento na AT de, aproximadamente, 33% em frutos da categoria 1 e de
29% em frutos da categoria 2 (FIGURA 22).

Em frutos da categoria 3 tratados com AS de forma erradicante, os
valores de acidez encontrados foram menores do que nos tratados com
agua, assim como dos valores encontrados ao inicio do experimento, onde
a AT foi de 8% no inicio e de 6% ao final do experimento a 25°C e a 4°C
(FIGURA 22). Quando aplicado na forma curativa e preventiva, os
resultados finais observados com AS em frutos de maca da categoria 3,
foram préximos aqueles encontrados ao inicio do experimento, sendo
também semelhantes aos encontrados no tratamento controle (FIGURA
22).
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Figura 22. Acidez titulavel (%) de frutos de mag¢d de diferentes categorias,
submetidos aos tratamentos com agua destilada (controle) ou solugdo de AS
(2,5 mM) e expostos ao fitopatdogeno P. expansum, no inicio e ao final do
periodo de incubagdo (12 dias a 25°C e 40 dias a 4°C). Letras maitsculas
indicam diferenga estatistica dentro do tratamento e letras mintsculas indicam
diferenca entre os tratamentos pelo teste de Tukey a 5%.
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3.3.2. Efeito erradicante do AS contra o bolor azul em frutos de
maca cv. Fuji de diferentes categorias

Para que o AS apresente potencial erradicante, algumas questdes
devem ser observadas, tais como a concentragdo final do AS em solucao,
o tempo de contato dos esporos com a solugd@o e sua estrutura quimica.

Em um novo experimento, o potencial erradicante do AS (pH 2.8 —
padrao) contra o bolor azul, apos 10 minutos de contato com esporos de P.
expansum, foi observado a partir da concentracdo de 0,5 mM, com
redugdo de 47% e 44% na incidéncia da podriddo nas categorias 2 e 3,
respectivamente. Ocorreu também uma diminuicao na severidade do bolor
azul de aproximadamente 25% em frutos da categoria 3, quando esses
foram tratados com AS a 2,5 mM (TABELA 2).

Apesar de diminuir a incidéncia do bolor azul nas categorias 2 e 3,
0 AS ndo foi capaz de promover uma redugdo significativa na incidéncia,
severidade e na velocidade de crescimento da lesdo da doenga em frutos
de maca da categoria 1, ndo diferindo estatisticamente do controle
(TABELA 2).
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Tabela 2. Efeito de concentra¢des do acido salicilico (0, 0,5 mM e 2,5 mM)
sobre a incidéncia, severidade e velocidade de crescimento da lesdo do bolor
azul de P. expansum em frutos de maca de diferentes categorias. As suspensdes
de esporos permaneceram 10 minutos em contato com os tratamentos antes da
imersdo dos frutos.

Categorias
Tratamentos 1 2 3
Incidéncia (%)
Agua 100 Aa 90,6 + 12 Aa 96,9 +6,3 Aa
AS 0,5 mM 100 Aa 53,1+6,3Bb 56,3+ 16 Bb
AS 2,5 mM 969+63Aa 53,1+15Bb 31,3+ 16Bb

Severidade (didmetro da lesdo em cm
aos 12 dias)

Agua 3,7+02Aa 34+04Aa 3,5+0,3Aa
AS 0,5 mM 3,7+0,1 Aa  32+03Ab 3,3+0,2Ab
AS 2,5 mM 3,5+0,1 Aa 3+0,1 Bb 2,7+0,7Bb

Velocidade de crescimento da lesao
(cm / dia)

Agua 13+0,1Aa  13+02Aa 12+0,1 Aa
AS 0,5 mM 13+0,1Aa  13+0,1Aa 1,4+0,1 Aa
AS 2,5 mM 13+04Aa 13+0,1Aa 12403 Aa

* Letras maitusculas nas colunas e minusculas nas linhas diferem os
tratamentos pelo teste de Tukey a 5%.

Quando o pH da solugdo do acido salicilico a 2,5 mM foi ajustado
para 6, seu poder erradicante foi completamente perdido. Independente da
categoria, frutos tratados com essa solugdo, apresentaram uma incidéncia
da podriddo proxima a 100%, ndo diferindo estatisticamente da
testemunha (TABELA 3).

Uma vez em pH 3, proximo ao seu pH padrao, a solugdo de 4cido
salicilico demonstrou novamente um efeito erradicante sobre os esporos
de P. expansum, inibindo completamente a incidéncia do bolor azul nos
frutos de maga das categorias 2 e 3, e em 50% na categoria 1, apds 10
minutos de contato entre os esporos e os tratamentos (TABELA 3).
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Tabela 3. Efeito do pH (3 e 6) sobre o modo de atuagdo erradicante do acido
salicilico (2,5 mM) para o controle do bolor azul em frutos de magd de
diferentes categorias. As suspensdes de esporos permaneceram 10 min em
contato com os tratamentos antes da imersdo dos frutos.

Categorias
Tratamentos 1 2 3
Incidéncia (%)

Agua 100 Aa 96,9 + 6,3 Aa 90,6 + 18,8 Aa
AS pH 3 50 +7,2 Ba 0 Bb 0 Bb
ASpH 6 96,9 + 6,3 Aa 96,9 + 6,3 Aa 93,8+7,2 Aa

Severidade (didmetro da lesio em cm aos 12 dias )

Agua 42+03 Aa 44405 Aa 32+1,1 Aa
AS pH 3 1,9+ 1,7Ba 0Bb 0 Bb
ASpH 6 4,4+0,5Aa 42+0,3 Aa 4,1 +0,4 Aa

Velocidade de crescimento da lesdo (cm / dia)

Agua 1,9+0,1 Aa 2+0,2 Aa 1,6 £ 0,5 Ab
ASpH 3 0,9 +0,8 Ba 0 Bb 0 Bb
ASpH 6 1,8+ 0,2 Aa 1,9+0,1 Aa 1,9+0,2 Aa

* Letras maitusculas nas colunas e minusculas nas linhas diferem os tratamentos
pelo teste de Tukey a 5%.

Elevando-se o tempo de contato entre os esporos do fungo P.
expansum € o AS para 30 minutos, houve inibi¢do de 100% da incidéncia
do bolor azul em frutos da categoria 2 e proximo de 90% nas categorias 1
e 3, além da redugdo da severidade da doenga em mais de 95% nas trés
categorias de frutos. De modo semelhante, quando aplicado de modo
erradicante, o hipoclorito a 0,5% de cloro ativo, inibiu completamente o
desenvolvimento da doenca e a sua incidéncia nas trés categorias de frutos
(TABELA 4).

O tratamento erradicante com agua destilada a pH 3, préoximo ao
pH padrdao do AS, por outro lado, ndo foi capaz de inibir a incidéncia ou
de diminuir a severidade e a velocidade de crescimento da lesdo do bolor
azul, mostrando que o pH por si ndo ¢ o fator que promove a redugdo do
bolor (TABELA 4).
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Tabela 4. Efeito do AS a 2,5 mM, da 4gua acidificada a pH 3 e do hipoclorito
(0,5% cloro ativo) para o controle do bolor azul em frutos de maga de diferentes
categorias. As suspensdes de esporos permaneceram 30 minutos em contato
com os tratamentos antes da imersao dos frutos.

Categorias
Tratamentos 1 2 3
Incidéncia (%)
Agua 100 Aa 100 Aa 100 Aa
AS 3,1+6,3Ba 0 Ba 3,1+6,3Ba
Agua pH 3 100 Aa 96,9 + 6,3 Aa 96,9 + 6,3 Aa
Hipoclorito 0Ba 0Ba 0Ba
Severidade (didmetro da lesio em cm aos 12 dias)
Agua 4.8+0,1 Aa 5140,5 Aa 47+02 Aa
AS 0,03 + 0,02 Ba 0 Ba 0,05 + 0,04 Ba
Agua pH 3 50+0,5 Aa 5+22Aa 4,6+02 Aa
Hipoclorito 0 Ba 0 Ba 0 Ba
Velocidade de crescimento da lesao (cm / dia)
Agua 1,7+ 0,1 Aa 1,8 £0,3 Aa 1,6 +0,1 Aa
AS 0 Ba 0 Ba 0 Ba
Agua pH 3 1,8+0,2 Aa 1,8+0,8 Aa 1,6 +0,1 Aa
Hipoclorito 0 Ba 0 Ba 0 Ba

* Letras maitusculas nas colunas e minusculas nas linhas diferem os tratamentos
pelo teste de Tukey a 5%.

Nesse ultimo experimento, nas trés categorias, o AS foi capaz de
manter a massa dos frutos de mac¢d ao longo do periodo experimental,
ap6s 12 dias de incubagio a 25°C de temperatura (FIGURA 23). Os frutos
tratados com hipoclorito apresentaram perdas de 5 g (aproximadamente
7%), entre o inicio e o fim do experimento, ao passo que nos tratamentos-
controle (4gua destilada com pH normal ou acidificada), as macas
chegaram a ter uma perda de massa entre o inicio e o fim do experimento
de até 9% (FIGURA 23).
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Figura 23. Massa média dos frutos (g) de macgd de diferentes categorias, no
inicio e ao final do periodo de incubagdo (12 dias a 25°C). Os frutos foram
submetidos aos tratamentos com &gua destilada em pH normal e pH 3
(controles), solugdo de AS (2,5 mM) e hipoclorito (0,5% cloro) e expostos ao
fitopatoégeno P. expansum. Letras maiusculas indicam diferenca estatistica
dentro do tratamento ¢ letras mintsculas indicam diferenga entre os tratamentos

pelo teste de Tukey a 5%.
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Utilizando-se 4gua destilada estéril em diferentes pH, AS e
hipoclorito, os valores de solidos soliveis novamente ndo apresentaram
diferenca estatistica entre o inicio e o final do experimento nas categorias
1 e 2 (FIGURA 24).

Por outro lado, na categoria 3, quando tratados com AS, os frutos
de macd apresentaram teores de solidos soluveis equivalentes aos
encontrados no inicio do experimento. Por sua vez, o hipoclorito
aumentou o teor de solidos soluveis em, aproximadamente 7% dos valores
encontrados inicialmente, ao passo que frutos tratados com agua destila ou
agua destilada acidificada (pH 3) apresentaram aumentos de 17% e 13%,
respectivamente, ao longo do experimento (FIGURA 24).



110

Figura 24. Solidos soluveis (°Brix) de frutos de maga de diferentes categorias,
no inicio e ao final do periodo de incubagdo (12 dias a 25°C). Os frutos foram
submetidos aos tratamentos com 4gua destilada em pH normal e pH 3
(controles), solugdo de AS (2,5 mM) e hipoclorito (0,5% cloro) e expostos ao
fitopatoégeno P. expansum. Letras maiusculas indicam diferenca estatistica
dentro do tratamento e letras mintsculas indicam diferenga entre os tratamentos
pelo teste de Tukey a 5%.
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Em frutos de mag¢a das 3 categorias submetidos aos tratamentos
com AS e hipoclorito, os niveis de acidez titulavel foram semelhantes
aqueles encontrados no inicio do experimento. No entanto, quando
submetidos aos tratamentos-controle (agua destilada com pH normal ou
acidificada) e comparados aos niveis iniciais de AT, os frutos das
categorias 1 e 2 tiveram um aumento de, aproximadamente, 50% e 75%
ao final do experimento (FIGURA 25).

Figura 25. Acidez titulavel (%) de frutos de maca de diferentes categorias, no
inicio e ao final do periodo de incubagdo (12 dias a 25°C). Os frutos foram
submetidos aos tratamentos com agua destilada em pH normal e pH 3
(controles), solugdo de AS (2,5 mM) e hipoclorito (0,5% cloro) e expostos ao
fitopatoégeno P. expansum. Letras maiusculas indicam diferenca estatistica
dentro do tratamento e letras mintsculas indicam diferenga entre os tratamentos
pelo teste de Tukey a 5%.
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3.3.3. Efeito do AS nos mecanismos de defesa

Ao se aplicar o AS a 2,5 mM de forma erradicante, com um
tempo de contato de 30 minutos, observou-se a confirmacdo dos
resultados obtidos nos experimentos anteriores, com uma inibicdo de
aproximadamente 95% da incidéncia do fitopatdogeno e uma diminui¢do
da severidade e da velocidade de crescimento da lesdo a valores proximos
de 0, valores esses semelhantes ao tratamento feito apenas com &agua
destilada estéril ou com solugdo de AS, sem a presenga de esporos
(TABELA 5).

Tabela 5. Efeito da agua destilada estéril, do AS (2,5 mM), da suspensdo de
esporos de P. expansum e da mistura de AS com suspensdo de esporos sob o
bolor azul em frutos de maca de diferentes categorias. As suspensdes de esporos
permaneceram 30 minutos em contato com o tratamento ante da imersdo dos
frutos.

Categorias
Tratamentos 1 2 3
Incidéncia (%)

Agua 3,1 +3,6 Aa 7,8 +7,8 Aa 3,1+3,6 Aa
AS 7,8+ 7,8 Aa 4,7+3,1 Aa 7,8 +3,1 Aa

Esporos 100 Ba 100 Ba 100 Ba
AS + Esporos 7,8+7,8 Aa 1,6 +3,1 Aa 4,7+ 1,8 Aa

Severidade (didmetro da lesio em cm aos 12 dias)

Agua 0,1+0,1 Aa 02+0,2 Aa 0,1+0,1 Aa
AS 0,1 +0,1 Aa 0,1 +0,1 Aa 0,1 +0,1 Aa
Esporos 3,8+0,1 Ba 3,8+0,1 Ba 3,6 +0,3 Ba
AS + Esporos 0,2+0,2 Aa 0,3+0,3 Aa 0,1 +0,1 Aa
Velocidade de crescimento da lesdo (cm / dia)
Agua 0.4+0,5Aa 0,1+0,1 Aa 0,1+0,1 Aa
AS 0,1 +0,1 Aa 0,1 +0,1 Aa 0,1 +0,1 Aa
Esporos 1,5+0,1 Ba 1,5+0,1 Ba 1,4+0,1 Ba
AS + Esporos 0,1 +0,1 Aa 0,1 +0,1 Aa 0,1 +0,1 Aa

* Letras maitusculas nas colunas e minusculas nas linhas diferem os tratamentos
pelo teste de Tukey a 5%.



113

Os resultados fisioldgicos observados anteriormente também foram
confirmados nesse experimento, a partir dos frutos de maga das diferentes
categorias tratados apenas com AS, ou em mistura de AS com suspensao
de esporos de P. expansum, que apresentaram menor perda de massa ao
final do experimento do que aqueles que receberam tratamento com agua
e principalmente daqueles inoculados com esporos do fitopatogeno
(FIGURA 26).

Estatisticamente, os tratamentos com AS diferiram do inicio ao
final do experimento apenas em frutos da categoria 2, apresentando uma
varia¢ao na perda de massa de aproximadamente 6%, ao passo que frutos
inoculados apenas com suspensdo de esporos, apresentaram grandes
perdas de massa ao longo do experimento, observando-se redugdes de
aproximadamente 8% em frutos da categoria 1, 12% em frutos da
categoria 2 e 7% g em frutos da categoria 3 (FIGURA 26).
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Figura 26. Massa média dos frutos (g) de magd de diferentes categorias, no
inicio e ao final do periodo de incubagdo (12 dias a 25°C). Os frutos foram
submetidos aos tratamentos com agua destilada, solugdo de AS (2,5 mM),
suspensao de esporos de P. expansum e mistura de AS (2,5 mM) com suspensao
de esporos (30 minutos de contato). Letras maitsculas indicam diferenga
estatistica dentro do tratamento ¢ letras minasculas indicam diferenca entre os
tratamentos pelo teste de Tukey a 5%.
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Nesse experimento, os teores de solidos soluveis novamente nao
apresentaram diferengas estatisticas significativas nos frutos

das
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categorias 1 e 2 entre o inicio e fim do experimento, assim como entre os
tratamentos. De forma semelhante, frutos da categoria 3 tratados com AS
ou com mistura de AS com solug@o de esporos mantiveram os niveis de
solidos soluveis do inicio ao final do experimento (FIGURA 27),
confirmando os resultados obtidos anteriormente.

Os frutos da categoria 3 inoculados com suspens@o de esporos de
P. expansum, por sua vez, tiveram um aumento superior a 18% nos teores
de sélidos soluveis, passando de 11,0 °Brix para aproximadamente 13,0
°Brix, sendo este valor maior (24%) em frutos tratados apenas com agua
destilada, sem o contato com os esporos (FIGURA 27).
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Figura 27. Solidos soluveis (°Brix) de maga de diferentes categorias, no inicio e
ao final do periodo de incubagdo (12 dias a 25°C). Os frutos foram submetidos
aos tratamentos com agua destilada, solucdo de AS (2,5 mM), suspensdo de
esporos de P. expansum ¢ mistura de AS (2,5 mM) com suspensdo de esporos
(30 minutos de contato). Letras maitsculas indicam diferenca estatistica dentro
do tratamento e letras mintsculas indicam diferenga entre os tratamentos pelo
teste de Tukey a 5%.
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Frutos das diferentes categorias tratados com AS, em mistura de
AS com suspensdo de esporos ou apenas com agua destilada estéril,
apresentaram diferencas significativas nos indices de AT, com uma
reducdo nos valores 12 dias ap6s o inicio do experimento, de
aproximadamente 25% em frutos da categoria 1, de 40% em frutos da
categoria 2 e de 43% em frutos da categoria 3 (FIGURA 28).

Por outro lado, frutos de macd das categorias 1 e 2 ao serem
inoculados com suspensdo de esporos de P. expansum, tiveram um
aumento dos valores de AT proximos a 50% ao final do experimento
(FIGURA 28).
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Figura 28. Acidez titulavel (%) de magd de diferentes categorias, no inicio e ao
final do periodo de incubagdo (12 dias a 25°C). Os frutos foram submetidos aos
tratamentos com agua destilada, solugdo de AS (2,5 mM), suspensdo de esporos
de P. expansum ¢ mistura de AS (2,5 mM) com suspensdo de esporos (30
minutos de contato). Letras maitsculas indicam diferenga estatistica dentro do
tratamento e letras minasculas indicam diferenca entre os tratamentos pelo teste
de Tukey a 5%.
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Outros processos fisiologicos também sdo afetados pelo AS,
especialmente aqueles relacionados a defesa das plantas contra
fitopatdgenos. No presente estudo, as atividades de peroxidases
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apresentaram valores similares entre as diferentes categorias dos frutos
de magd analisados, ndo apresentando diferencas estatisticas
significativas (FIGURA 29).

Figura 29. Atividade de peroxidases em frutos de diferentes categorias de maga
cv. Fuji tratados com agua destilada estéril. Barras de erros indicam o desvio
padrdo. Nao houve diferengas significativa a 5% pelo teste F.
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Também ndo foram observadas alteragdes significativas na
atividade de peroxidases nos frutos das diferentes categorias de maca,
independente dos tratamentos utilizados (imersdo em agua destilada ou
em solucdo de AS, contendo ou ndo esporos), mantendo-se
relativamente constantes 80 horas apds a aplicacdo dos tratamentos
(FIGURA 30).
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Figura 30. Atividade de peroxidases em frutos de maca cv Fuji das categorias 1,
2 e 3 tratados com agua destilada, AS (2,5 mM), suspensdo de esporos em agua
destilada e suspensdo de esporos em AS a 2,5 mM (AS+esporos). Barras de
erros indicam o desvio padrdo. Nao houve diferengas significativa a 5% pelo
teste F.
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As atividades de polifenoloxidases no presente estudo ndo
apresentaram alteracdes significativas nos frutos de maca das diferentes
categorias, mantendo-se mais constante nos frutos da categoria 3
(FIGURA 31).

Figura 31. Atividade de polifenoloxidases em frutos de diferentes categorias de
maga cv. Fuji tratados com agua destilada estéril. Barras de erros indicam o
desvio padrao. Nao houve diferencas significativa a 5% pelo teste F.
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Frutos de mac¢d da categoria 1, inoculados com suspensdo de
esporos de P. expansum, apresentaram atividade de polifenoloxidase
duas vezes maior que os frutos tratados apenas com agua destila estéril
ou com AS, 20 horas apds o tratamento, ndo diferindo do tratamento AS
+ esporos, no tempo indicado. Nos demais tempos ndo foram
observados alteragdes significativas na atividade enzimatica nos frutos
de maca (FIGURA 32).

Em frutos de maca das categorias 2 e 3 ndo foram observados
alteracdes significativas na atividade enzimatica ou mesmo linearidade
na atividade enzimatica (FIGURA 32).
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Figura 32. Atividade de polifenoloxidases em frutos de magd cv Fuji das
categorias 1, 2 e 3 tratados com agua destilada, AS (2,5 mM), suspensdo de
esporos ¢ AS (2,5 mM) de forma erradicante. Barras de erros indicam o desvio
padrdo. Médias com letras distintas indicam diferencas significativas pelo teste
de Tukey ao nivel de 5% de significancia no tempo indicado.
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Quanto a atividade de glucanases, ndo houve diferencas entre os
frutos das categorias 1 e 2, porém constatou-se uma reducdo
significativa na atividade enzimatica em frutos da categoria 3 as 20 h
ap0s a incubacdo a 25°C (FIGURA 33).

Figura 33. Atividade de glucanases em frutos de diferentes categorias de maca
cv. Fuji tratados com agua destilada estéril. Barras de erros indicam o desvio
padrdo. Médias com letras distintas indicam diferencas significativas pelo teste
de Tukey ao nivel de 5% de significancia no tempo indicado.
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Nos frutos de magd da categoria 1, observou-se uma atividade
enzimatica linear ao longo dos tempos amostrais, sem, no entanto,
apresentarem diferencas significativas entre os tratamentos. Por outro
lado, frutos da categoria 2 apresentaram atividades enziméticas ndo
lineares ao longo do tempo, sem, no entanto, apresentaram diferengas
estatisticas significativas (FIGURA 34).

J4 nos da categoria 3, observaram-se alteragdes significativas na
atividade de glucanases 20 e 80 horas apos a realizacdo dos tratamentos.
As 20 horas, os valores da atividade enzimatica nos frutos imersos em
AS, contendo ou nd@o esporos, € nos frutos apenas inoculados
apresentaram-se aproximadamente 1 vez e 'y superiores aos da
testemunha, ao passo que as 80 horas apos os tratamentos, frutos
imersos apenas em AS apresentaram valores da atividade de glucanases
aproximadamente 1 vez e '/, inferiores do que os demais tratamentos
(FIGURA 34).
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Figura 34. Atividade de glucanases em frutos de maga cv Fuji das categorias 1,
2 e 3 tratados com agua destilada, AS (2,5 mM), suspensdo de esporos ¢ AS
(2,5 mM) de forma erradicante. Barras de erros indicam o desvio padrio.
Médias com letras distintas indicam diferencgas significativas pelo teste de
Tukey ao nivel de 5% de significancia nos diferentes tempos.

Categoria 1
=25 ;
B E - Agua
8 2.0 -© Ac. Salicilico
85 = =&~ Esporos
% 8_1'5 = -7~ AS + Esporos
S o
o £1.0
2 E
2 Sos
= 9
E ©
So.04 ; ; . .
= 0 20 40 60 80
Tempo (horas)
Categoria 2
=22+
3 E -~ Agua
S 52.04 -6 Ac. Salicilico
8 :aE_.z A~ Esporos
> g1.83 -~ AS + Esporos
S o
o £1.6
2 E
S S1.4
=
¥ ©
< o. .
al.2 T T T 1
= 0 20 40 60 80
Tempo (horas)
Categoria 3
2,01 = )
B E =2-®- Agua
8%, Mo Ac. Salicilico
g "E ' - A~ Esporos
S £ T~ =~~o._.5 -% AS +Esporos
(=2}
] 3'1.0- [9)
o
o £
B E
S 50.54
> oS
<3
0.0 T T T 1
=~ 0 20 40 60 80

Tempo (horas)



125

As 20 horas apés o inicio do experimento, os maiores teores de
compostos fenolicos totais foram observados nos frutos de maca das
categorias 2 e 3, apresentando o dobro do valor dos frutos da categoria
1, onde foram observados os menores teores de compostos fenolicos
totais para o tempo indicado, ndo havendo diferencas nos demais tempos
de analise (FIGURA 35).

Figura 35. Conteudo de compostos fendlicos totais em frutos de diferentes
categorias de macga cv. Fuji tratados com agua destilada estéril. Barras de erros
indicam o desvio padrio. Médias com letras distintas indicam diferencas
significativas pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de significancia no tempo
indicado.
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Imersos em agua destilada estéril, suspensdo de esporos ou AS,
os frutos das diferentes categorias ndo diferiram em relacdo aos teores
de compostos fenolicos totais as 0, 20, 40 e 80 horas apds a imersdo.
Quando aplicado de forma erradicante, o AS apresentou valores lineares
do conteudo de compostos fendlicos totais, sem diferir, no entanto,
estatisticamente dos demais tratamentos (FIGURA 36).
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Figura 36. Contetido de compostos fendlicos totais em frutos de maga cv Fuji
das categorias 1, 2 e 3 tratados com agua destilada, AS (2,5 mM), suspensao de
esporos ¢ AS (2,5 mM) de forma erradicante. Barras de erros indicam o desvio
padrdo. Nao houve diferengas significativa a 5% pelo teste F.
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Quanto aos teores de flavondides, no presente estudo ndo foram
observadas diferengas significativas entre os frutos de macad das
diferentes categorias (FIGURA 37).

Figura 37. Contetido de flavonoides em frutos de diferentes categorias de maga
cv. Fuji tratados com agua destilada estéril. Barras de erros indicam o desvio
padrdo. Nao houve diferengas significativa a 5% pelo teste F.
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Quando tratados com agua destilada estéril ou solucdo de AS
contendo ou ndo esporos, os frutos de magd das categorias 2 ¢ 3 ndo
apresentaram alteragdes significativas nos teores de flavondides. Por
outro lado, frutos da categoria 1 imersos apenas em solugdo de AS ou
AS contendo esporos, apresentaram concentracdes maiores de
flavonodides 40 horas apos o tratamento quando comparados aos frutos
imersos em agua destilada estéril ou em suspensdo de esporos, ndo
diferindo nos demais tempos (FIGURA 38).
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Figura 38. Conteudo de flavonoides em frutos de maga cv Fuji das categorias 1,
2 e 3 tratados com agua destilada, AS (2,5 mM), suspensdo de esporos e AS
(2,5 mM) de forma erradicante. Barras de erros indicam o desvio padrio.
Médias com letras distintas indicam diferencgas significativas pelo teste de
Tukey ao nivel de 5% de significancia no tempo indicado.
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Os compostos fenolicos identificados no presente estudo nos
frutos de maga, por meio de HPLC, foram o AS, o acido clorogénico e a
epicatequina. Nos frutos da categoria 1, ndo foram observadas
diferencas significativas no conteutdo do &cido clorogénico e da
epicatequina. Por outro lado, frutos dessa categoria inoculados apenas
com esporos ou tratados com AS de forma erradicante nos tempos 0 e
80 horas apos o tratamento apresentaram diferencas no conteido de AS,
onde os valores encontrados nos tratamentos no tempo 0 horas foram
aproximadamente 25% menores do que aqueles encontrados 80 horas
apos os tratamentos (TABELA 6).

Tabela 6. Composigdo e concentragdo (ng) de compostos fendlicos presentes
em frutos de magd cv. Fuji categoria 1 imersos em suspensdo de esporos de P.
expansum preparada em agua destilada ou em solugdo de AS a 2,5 mM, no
inicio (0 h) e ao final do experimento (80 h).

Tempo
de Esporos Esporos Esporos Esporos
Pico Composto retencio emaguaa emaguaa emASa em AS a
(min) 0h 80 h Oh 80h
Acido 4.1 1,7+05ab 22+04ab 1,6+0,1b 24 +0,6a
1 Salicilico
2 Epicatequina 4,6 —4,7 0,7+0,3 0,8 +0,1 0,7+0,1 0,9+0,3
Acido
3 Clorogénico 10,9 -11 3,5+ 1,1 3,5+0,2 29+04 2,8+0,8
Fendlicos 57+19  64+06 52405  61+17
Totais

* Letras diferem os tratamentos nas linhas pelo teste de Tukey a 5%.

Nos frutos da categoria 2 ndo foram observadas diferencas
significativa no conteido de AS e epicatequina. O composto fenolico
acido clorogénico, no entanto, apresentou concentragdes inferiores nos
frutos tratados com AS no inicio do experimento (TABELA 7).
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Tabela 7. Composigdo e concentragdo (ng) de compostos fendlicos presentes
em frutos de maga cv. Fuji categoria 2 imersos em suspensdo de esporos de P.
expansum preparada em agua destilada ou em solugdo de AS a 2,5 mM, no
inicio (0 h) e ao final do experimento (80 h).

Tempo
de Esporos Esporos Esporos Esporos
Pico Composto retencio emaguaa em aguaa em AS a em AS a
(min) 0h 80 h Oh 80h
Acido 4,1 27403  1,9+05 22402 2,1+04
1 Salicilico
2 Epicatequina 4,6 —4,7 0,7+ 04 0,7+0,2 1,1+0,7 1,1+0,2
Acido
3 Clorogénico 10,9 - 11 5,0+0,3ab 4,7 +0,5ab 3,+0,4b 5,1+0,3a
Fenolicos
Totais* 85+1ab 73+12ab 64+13b 83+09a

* Letras diferem os tratamentos nas linhas pelo teste de Tukey a 5%.

Na categoria 3, os frutos de magd apresentaram diferencas
significativas nas concentracdes de AS e acido clorogénico entre os
tempos 0 e 80 horas, ndo diferindo, no entanto, se tratados com AS +
esporos ou agua + esporos. Por outro lado, as concentracdes de
epicatequina ndo apresentaram variacoes significativas entre os tempos e
tratamentos (TABELA 8).

Tabela 8. Composigdo e concentragdo (ng) de compostos fendlicos presentes
em frutos de magd cv. Fuji categoria 3 imersos em suspensdo de esporos de P.
expansum preparada em agua destilada ou em solugdo de AS a 2,5 mM, no
inicio (0 h) e ao final do experimento (80 h).

Tempo
de Esporos Esporos Esporos Esporos
Pico Composto retencio emaguaa em aguaa em AS a em AS a
(min) 0h 80 h Oh 80h
Acido 4,1 17+02b 18+01b 24+ 03a 23+ 0.2a
1 Salicilico
2 Epicatequina 4,6 —4,7 0,7+0,1 0,8+0,1 0,9+ 0,1 0,9+ 0,1
Acido
3 Clorogénico 10,9 - 11 35+0,6c 49+0,1b 69+ 07a 7,7+ 1,2a
Fenolicos
Totais* 6+0.8¢c 7,5+403b 10,1+ 1,la 10,9+ 1,5a

* Letras diferem os tratamentos nas linhas pelo teste de Tukey a 5%.

3.4. DISCUSSAO

Os frutos de maga sdo largamente consumidos ao redor do mundo
devido ao forte apelo popular de que estes sdo alimentos saudaveis,
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sendo grandes fontes de antioxidantes, fenois, além de sais minerais e
agua (BOYER & LIU, 2004).

Doengas fungicas sdo as principais causas das perdas de frutos de
maca em pos-colheita, restringindo o potencial de armazenamento em
camaras frias e de atmosfera controlada para poucos meses, trazendo a
necessidade da utilizacdo de compostos antimicrobianos eficientes, tais
como os fungicidas (AHMADI-AFZADI et al., 2013). Dentre as
doengas, o bolor azul de P. expansum se destaca, causando perdas acima
de 90% em condi¢des adequadas de temperatura e umidade, além de
produzir a micotoxina patulina, notadamente conhecida pelo seu
potencial carcinogénico (BARREIRA et al., 2010).

Com a crescente demanda social por alimentos sem residuos
quimicos, somado ao impacto ambiental causado pelos fungicidas, o
desenvolvimento de resisténcia do fitopatdogeno aos ingredientes ativos
utilizados e a consequente proibi¢do do seu uso em diversos paises,
trazem a necessidade de métodos alternativos de controle
(JANISIEWICZ & KORSTEN, 2002).

Buscando-se substancias de menor impacto para o uso agricola,
avaliou-se em um primeiro momento as diferentes formas de aplicagdo
do é4cido salicilico (AS), um composto fendlico cujo potencial
antifingico ¢ amplamente conhecido, para o controle do bolor azul.

No presente estudo, observou-se que, quando aplicado na forma
erradicante, o AS a 2,5 mM foi capaz de inibir em 100% a incidéncia, a
severidade do bolor azul e a velocidade de crescimento da lesdo em
frutos de macd das diferentes categorias, diminuindo sua eficiéncia em
50% quando aplicado a uma concentragdo de 0,5 mM. Verificou-se que,
para exercer tal efeito, o AS necessita de um tempo de contato minimo
com os esporos do fitopatdogeno. Isso significa que, caso o AS seja
incorporado a solucdo e ndo permane¢a em contato direto com os
esporos, o seu efeito pode ser reduzido pela metade.

Os efeitos antimicrobianos do AS contra diferentes fitopatdgenos
também foram observados em diversos estudos. Zang ef al. (2011), por
exemplo, ao utilizarem o AS na concentracdao de 0,5 mM contra o fungo
P. expansum em péssegos, observou a reducdo da incidéncia e da
severidade em 20% e 30%, respectivamente. Em experimento com
tomates desafiados com o fitopatogeno B. cinerea, o AS reduziu em 15%
a incidéncia e em 10% a severidade da doenga (WANG et al., 2011).
Além disso, em cerejeiras, a aplicacdo de AS a 2 mM foi capaz de reduzir
o desenvolvimento e a incidéncia de Monilinia fructicola em até 30%
(YAO & TIAN, 2005).
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Somados a esses, o tratamento com AS tem demonstrado outros
efeitos benéficos, aumentando a eficiéncia do controle bioldgico de
leveduras como Cryptococcus laurentii em peras (YU et al., 2007,
ZHANG et al., 2009) e magas (YU & ZHENG, 2006).

Apesar da eficiéncia do AS em controlar o bolor azul, observou-
se que o mesmo, quando aplicado de forma preventiva ou curativa ndo
foi capaz de reproduzir o mesmo efeito, demonstrando que a forma de
aplicacdo ¢ essencial para promoc¢do da diminuicdo do bolor azul em
frutos de maca. Preventivamente, possivelmente, pela incapacidade do
AS induzir respostas de defesa nos frutos, no presente estudo, ndo foram
observados niveis de controle do bolor azul. Por ser um fitopatdogeno
muito agressivo e inespecifico, uma vez que tenha infectado e se
estabelecido no fruto, dificilmente um agente de controle quimico
controlaria a doenca. Assim, o AS aplicado de modo curativo
possivelmente inibiria o desenvolvimento apenas em doses muito altas e
sendo colocado diretamente no local da lesdo, penetrando de forma
adequada nos ferimentos e alcangando os tecidos colonizados.

Para que o AS apresente um adequado efeito antimicrobiano,
atuando de forma erradicante, outros aspectos também devem ser
levados em consideracdo, como o pH da solucdo e a forma disponivel
em solucdo do AS. Isso foi evidenciado no presente estudo onde,
independente da categoria dos frutos, o acido salicilico (2,5 mM),
quando aplicado em pH 3, préximo ao seu pH padrio em solugdo,
demonstrou forte poder erradicante, inibindo em 100% a incidéncia do
bolor azul quando em contato com os esporos por 30 minutos. Quando o
pH do AS foi alcalinizado a 6, seu efeito antifiungico foi perdido,
observando valores de incidéncia, severidade e de velocidade de
crescimento da lesdo proximos aos observados em frutos tratados com
agua.

Uma vez alcalinizado o pH da solugcdo de AS, possivelmente o
composto pode estar perdendo suas caracteristicas fenolicas a partir da
interagdo entre os grupamentos hidroxilas e os protons do anel
aromatico, levando a uma diminui¢do do seu potencial antifungico além
do seu potencial antioxidante.

De forma semelhante, outros compostos quimicos sdo
influenciados pelos pardmetros acima, tais como o imazalil cujo efeito
antimicrobiano ¢ diretamente afetado pelo pH final da solucdo, onde
valores de pH proximos a 7 inibem completamente o desenvolvimento
de Penicillium italicume e P. digitatum, ao passo que pH proximos a 5,
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ndo apresentam efeitos antimicrobianos contra os fitopatdogenos
(DANIELS et al., 1985; GUAN et al., 1989).

Além do efeito direto do AS sobre o fitopatdégeno, observou-se
também o efeito da baixa temperatura na evolucdo da doenca. Valores
da severidade do bolor azul aos 40 dias, em frutos inoculados e
incubados a 4°C, assemelharam-se aqueles encontrados em frutos
inoculados e incubados por 12 dias a 25°C, demonstrando uma menor
velocidade de crescimento da lesdo. Os efeitos das baixas temperaturas
sobre o fitopatogeno sdo bem conhecidos e difundidos, sendo
constantemente utilizadas nos locais de armazenamento dos frutos
visando ndo apenas garantir a diminuicdo do desenvolvimento do bolor
azul, mas também auxiliando na preservacdo dos frutos, mantendo as
caracteristicas fisico-quimicas por mais tempo. No entanto, se por um
lado o desenvolvimento do fitopatégeno diminui nas baixas temperaturas,
por outro lado, essa diminui¢@o favorece o acumulo de patulina nos frutos
infectados, sem a erradicacdo do fitopatogeno (BAERT et al., 2007,
GARCIA et al., 2011).

Por isso, acredita-se que uma associagdo entre as baixas
temperaturas e o AS aplicado de forma erradicante seria capaz de impedir
o desenvolvimento do bolor azul e manter as caracteristicas fisico-
quimicas dos frutos de maga por um maior periodo de tempo.

Além de possuir forte efeito antifingico, diferencas fisiologicas
também foram observadas entre os frutos de magd das diferentes
categorias tratados com AS nas diferentes formas de aplicacdo. Observou-
se que, quando aplicado exogenamente, o AS foi capaz de manter a
massa dos frutos das 3 diferentes categorias proximos aqueles
encontrados no inicio dos experimentos. Por outro lado, os tratamentos
com agua destilada, com ou sem acidificagdo e o tratamento com cloro,
ndo foram eficientes em manter a massa dos frutos, apresentando uma
variagdo negativa de aproximadamente 10% nos frutos das categorias 1,
2e3.

Kazemi et al. (2011), ao aplicarem AS exogenamente em frutos
de maga cv. Jonagold também ndo observaram variagdes relevantes na
massa dos frutos ao final do periodo de armazenamento (60 dias).
Quando aplicado em aspargos, o AS foi capaz de manter a integridade
celular do vegetal, levando a um maior periodo de armazenamento (WEI
etal.,2011).

Tal processo se deve as taxas de respiragdo dos frutos
climatéricos, que notadamente aumentam durante o processo de
amadurecimento dos frutos (MO et al., 2008). Possivelmente, a
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manutencdo da massa decorreu do fato de que o AS ¢ uma molécula
capaz de diminuir a respiragdo dos frutos a partir da inibicdo da
biossintese de ctileno ou mesmo da sua agdao. Além disso, o AS ¢
também, aparentemente, capaz de diminuir a respiragdo e,
consequentemente, diminuindo a perda de massa nos frutos a partir da
inibi¢do, nas mitocondrias, do transporte de elétrons ocasionado pelo
substrato das desidrogenases em ubiquinonas (NORMAN et al., 2004).
Somado a isto, quando aplicado de forma erradicante, o AS ndo permite
que o fitopatdégeno utilize os nutrientes presentes nos frutos de maca
para colonizar e se desenvolver (ZHENG & ZHANG, 2004).

Os teores de solidos soluveis (SS), por outro lado, sdo considerados
importantes indicadores do processo de amadurecimento dos frutos, onde
um aumento dos seus valores corresponde a conversdo do amido em
agucares soluveis (KAZEMI ef al., 2011). Quando tratados com AS (2,5
mM), os frutos de magd das 3 diferentes categorias ndo apresentaram
diferencas estatisticas entre o inicio e o fim do experimento, mantendo
seus valores constantes, incubados a 25°C ou 4°C. Apenas em frutos de
maca da categoria 3 os valores de SS apresentaram diferencas estatisticas
para com os demais tratamentos. Tratados com 4gua (pH ajustado ou nao
para 3) e cloro, os frutos apresentaram um aumento de 13%, 17% e 7%
nos teores de SS, respectivamente. Esse aumento foi ainda maior em
frutos apenas inoculados com suspensdo de esporos de P. expansum,
apresentando uma variagao de até 24%.

O aumento de SS nos frutos de macad da categoria 3 pode estar
relacionado a sua fisiologia. Antes do inicio do experimento, esses frutos
encontravam-se armazenados em baixas temperaturas, em um estagio de
amadurecimento inicial (verdes), ao passo que com o decorrer do tempo
de armazenamento do experimento, a uma temperatura de incubacgdo de
25°C, ocorreu um aceleramento do processo de maturagdo. Dessa
maneira, ao serem tratados com AS, os frutos tiveram, possivelmente,
suas taxas metabolicas diminuidas, de modo a se converter, em menor
quantidade, o amido em soélidos soluveis, prevenindo ainda o
desenvolvimento e colonizagdo do fitopatdogeno. Por outro lado, frutos do
tratamento-controle mantiveram as suas fungdes metabodlicas aceleradas,
além de que, quando colonizados pelo bolor azul, tornaram-se alvos das
enzimas degenerativas de tecidos secretadas pelo fitopatdégeno, como as
a-amilases (BALKAN & ERTAN, 2005).

Outros pesquisadores observaram essa forma de acdo do AS. Em
péssegos, o tratamento exdgeno com AS foi capaz de manter os teores de
SS encontrados no inicio de experimento (ZANG et al., 2011). Resultados
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também encontrados por MO et al. (2008) para frutos de magd, onde
observaram que pequenas doses do AS ndo apenas diminuem os teores de
SS como também diminuem os teores de aguicares soluveis.

Por sua vez, a acidez tituldvel (AT) esta diretamente relacionada
com a concentragdo de acidos orgénicos presentes nos frutos, sendo um
importante parametro na determinacdo da qualidade dos mesmos. O
tratamento com AS na forma erradicante manteve os valores de AT
proximos aqueles encontrados no inicio dos experimentos nos frutos das 3
diferentes categorias, o que também se observou no tratamento dos frutos
com cloro a 0,5%. Dessa forma, frutos tratados de forma erradicante com
AS, além de terem diminuidas suas taxas metabolicas, ndo sofreram a
acdo dos acidos orgénicos gluconico e citrico, secretados por P.expansum
durante o processo de colonizacdo dos tecidos, mantendo os valores de
AT abaixo daqueles observados em frutos de maga colonizados pelo bolor
azul (PRUSKY & LICHTER, 2008).

A luz do exposto, frutos tratados com AS na forma preventiva ou
curativa e com agua (pH acidificado ou ndo), por exibirem alta
intensidade do bolor azul nas diferentes categorias, apresentaram valores
de AT aproximadamente 25%, 40% e 43% maiores em frutos das
categorias 1, 2 e 3, respectivamente, quando comparados aqueles
observados para o AS aplicado de forma erradicante. Os resultados
encontrados corroboram os de MO et al. (2008), onde a aplicagdo
exogena de AS foi relacionada com a diminuigdo da AT dos frutos de
maca, indicando a preservagdo dos frutos por um periodo de tempo maior
daqueles tratados com dagua destilada. Esse resultado também foi
encontrado em tomates, onde o tratamento com AS promoveu a
manutencdo dos indices de AT dos frutos (WANG et al., 2011).

Além dos seu potencial antifiungico, e de manter importantes
caracteristicas nos frutos como massa, AT, SS, firmeza de polpa, entre
outras, o AS costumeiramente € relacionado a regulacdo dos mecanismos
de defesa das plantas contra fitopatogenos, por meio da indugdo de
resisténcia (WEI et al., 2011). Isso foi evidenciado a mais de 20 anos:
aplicado exogenamente em folhas de fumo, o AS mimetizou os efeitos da
inoculagdo do virus do mosaico do tabaco, desencadeando reagdo de
hipersensibilidade e aumento nas concentragdes de proteinas relacionadas
a patogénese nas folhas de fumo, mecanismos comumente associados a
resisténcia das plantas contra os fitopatdgenos (PIERPOINT, 1997).

As peroxidases (POX) sdo glicoproteinas associadas a membrana
presentes em diversos tecidos, tanto de animais, plantas e
microrganismos, sendo responsaveis por catalisar a oxi-redugdo entre o
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perdxido de hidrogénio e compostos redutores (HIRAGA et al., 2001),
estando também envolvidas em diversos processos de deterioracdo dos
materiais vegetais durante o armazenamento, sendo relacionadas aos
processo de oxidacdo, ligacdes de polissacarideos, cicatrizacdes de
ferimentos, estresse fisiologico, oxidacdo de fenodis, entre outras
(FREITAS et al., 2008).

Os processos de oxidag@o estdo relacionadas a taxa de respiracdo
dos frutos e consequentemente aos niveis de O, e de etileno, que podem
atuar como substratos da peroxidase, onde, a partir da conversdo do O,
em H,0, pela enzima superoxido dismutase, o produto resultante ¢
removido pela acdo das POX (MO et al.,, 2008). Neste trabalho, a
constdncia da atividade enzimatica das POX observadas ao longo do
periodo experimental, para as 3 diferentes categorias dos frutos de maca,
pode estar relacionadas aos niveis muito proximas desses substratos no
decorrer do experimento.

Além disso, uma vez que a ultima amostragem foi realizada 80
horas apds o tratamento, o AS pode ndo ter elicitado, a tempo, essa
enzima. YU & ZHENG (2006) ao tratarem frutos de maca com AS a 10
mM, observaram uma atividade de POX constante até 72 horas apos a
aplicacdo dos tratamentos, com um aumento significativo apenas apds 96
horas. MO et al. (2008) também observaram que, mesmo em baixas
concentragdes, o AS foi capaz de aumentar a atividade de POX apenas
apods 96 horas do tratamento. Em frutos de cereja, por outro lado, o
tratamento com AS ndo foi capaz de induzir o aumento da atividade
enzimatica de POX, mesmo ap6s 96 horas do tratamento (YAO & TIAN,
2005).

As polifenoloxidases (PPO), por outro lado, agrupam um
conjunto de enzimas responsaveis pela degradacdo oxidativa dos
compostos fenolicos proximo ao local da descompartimetalizagcdo
celular, sendo amplamente distribuidas em todas as espécies vegetais e
encontradas também em bactérias, fungos e algas (CAMPOS et al.,
2004).

A atividade de PPO, no presente estudo, ndo apresentou diferenca
estatistica entre as diferentes categorias de frutos de maga. Por outro
lado, em frutos de macd da categoria 1 inoculados apenas com
suspensao de esporos, apds 20 horas, a atividade de PPO foi aumentada,
possivelmente devido ao inicio do processo de infecgdo do fitopatdgeno
nos frutos, liberando as PPO ao meio. Zang et al. (2011) ao aplicarem
AS em péssegos, ndo observaram diferengas na atividade de PPO as 0,
24,48, 96 e 144 horas apds o tratamento.
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As PPO encontram-se em sua maioria no estado inativo, sendo
alojadas no interior celular e compartimentalizadas nos tilacdides dos
cloroplastos, estando separadas dos compostos fenolicos que, por sua
vez, estdo compartimentalizados nos vactiolos ou extracelularmente em
pequenas quantidades. A medida em que ocorrem rupturas celulares,
decorrentes de ferimentos, acdes de fitopatdgenos ou mesmo
senescéncia, as PPO sdo liberadas ao meio e iniciam o processo de
oxidacdo dos compostos fenodlicos em quinonas, possibilitando a
formacao de produtos mais toxicos aos microrganismos do que o fenol
original (LIU et al., 2005; ALVARENGA et al., 2011).

Estas observagdes corroboram com os resultados encontrados, em
que os frutos de mac¢a da categoria 3 (em estagio menos avancado de
amadurecimento), apresentaram os maiores valores equivalentes de
atividades de PPO, ao passo que, frutos de mag¢a das categorias 1 e 2,
possivelmente por estarem em estdgio mais avancado de
amadurecimento e, consequentemente, terem liberado ao meio a enzima,
os valores equivalentes de atividades de PPO foram menores.

As glucanases (GLU), por sua vez, estao amplamente distribuidas
entre as plantas superiores, sendo capazes de hidrolisar os polimeros de
glucanas B-1,3, que, com a quitina, sdo os principais componentes de
resisténcia da parede celular de fungos. Assim, conjuntamente, as
quitinases e as B-1,3 glucanases representam hidrolases antifingicas,
atuando de forma sinérgica para a inibi¢do do crescimento fungico,
liberando fragmentos glicosidicos do fitopatdgeno e da parede celular
para o meio, os quais podem se constituir em elicitores de defesas do
hospedeiro (MARKOVICH & KONONOVA, 2003; BAUERMEISTER
etal., 2010).

As quitinases e B-1,3 glucanases atuam simultaneamente, onde
uma pequena quantidade de B-1,3 glucanase ¢ sintetizada e liberada para
a lamela média celular e, a partir da penetrag@o celular, os vacuolos sdo
rompidos e grandes quantidades destas enzimas sdo liberadas,
reprimindo a a¢do do fitopatdogeno (MAUCH & STAEHELIN, 1989).

No presente estudo, frutos das categorias 1 e 2 submetidos aos
diferentes tratamentos ndo apresentaram diferencas significativas ao
longo do tempo amostral, ao passo que em frutos da categoria 3,
observaram-se alteracdes significativas na atividade de glucanases 20 e
80 horas apos a realizacdo dos tratamentos, onde os valores da atividade
enzimatica nos frutos imersos em AS, contendo ou ndo esporos, € nos
frutos apenas inoculados apresentaram-se aproximadamente 50%
superiores aos da testemunha, ao passo que as 80 horas apds os
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tratamentos, frutos imersos apenas em AS apresentaram valores da
atividade enzimatica aproximadamente 50% inferiores aos demais
tratamentos.

De modo semelhante ao observado no presente estudo para frutos
de maga de diferentes categorias, quando aplicado exogenamente em
pos-colheita em frutos de cereja, o AS ndo foi capaz de aumentar a
atividade de glucanases até 21 dias apos o tratamento, independente da
temperatura de armazenamento (YAO & TIAN, 2005).

Em outros patossistemas, utilizando-se o AS, pode-se observar
um aumento na atividade de GLU. Cao et al. (2013), demonstraram que
a aplicacdo exdgena do AS em jujubas (Ziziphus zizyphus) aumenta a
atividade de glucanases até 15 dias apds o tratamento, auxiliando na
protegdo dos frutos contra Alfernaria alternata. Isso também foi
observado por Liu et al. (2012) ao realizarem o tratamento térmico de
péssegos por 10 minutos, o que resultou na diminuicdo de incidéncia e
severidade da podridao parda (Monilinia fructicola).

J& os compostos fendlicos (CF) sintetizados pelas plantas
apresentam efeitos protetores contra a exposicdo aos altos niveis de
radiacdo solar, além de exercer agdo protetora, antioxidante e
antimicrobiana (antibiose) contra fungos e bactérias, e de serem
importantes na estrutura celular, pigmentagao e sinalizacdo das respostas
de defesa dos vegetais (SHETTY et al., 2008). Os compostos fenolicos
sdo rapidamente produzidos na defesa vegetal, acumulando-se logo apds
a infecc¢do nos sitios de infec¢do. No entanto, estes compostos podem
sofrer uma oxidacdo das PPO e POX, sendo transformados em
substancias com maior poder antimicrobiano (CAMPOS et al., 2004).

Um estudo feito por Carbone et al. (2011) constatou que os frutos
de maga da cultivar Fuji sdo um dos que maior apresentam conteudos de
compostos fendlicos totais, chegando a um total aproximado de 140 pg
de equivalentes de acido galico (EAG) por g de matéria fresca,
corroborando com os resultados apresentados para as trés diferentes
categorias.

No presente estudo, frutos de maca da categoria 3 apresentaram
os maiores teores de compostos fendlicos totais, as 20 horas apos o
inicio do experimento, ao passo que frutos da categoria 1 apresentaram
os menores valores no tempo indicado. Por outro lado, passado o
periodo experimental, os teores encontrados nas categorias 1, 2 e 3
apresentaram-se semelhantes.

Isso pode estar relacionado ao fato de que, em frutos de maga da
categoria 3, as PPO permanecem alojadas em sua maioria no estado
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inativo, sendo compartimentalizadas nos tilacoides dos cloroplastos e
separadas dos compostos fendlicos que, por sua vez, estdo
compartimentalizados nos vacuolos ou extracelularmente em pequenas
quantidades LIU et al., 2005; ALVARENGA et al., 2011).

Por sua vez, o AS quando aplicado exogenamente, contribuiu
para diminuir os teores de compostos fenolicos totais (em EAG) ao final
do periodo de armazenamento (288 horas) de aspargos (WEI et al.,
2011). Isso também foi observado por Yang ef al. (2011) em frutos de
péssego onde, a partir da aplicagdo exdgena de AS, ao final do tempo de
armazenamento (144 horas), houve a diminuigdo nos teores de
compostos fenolicos totais (em EAG).

O mesmo ndo foi observado no presente estudo, onde a partir da
aplicacdo exogena do AS, os teores de compostos fenolicos totais foram
mantidos praticamente constantes até 80 horas apos a aplicacdo. Essas
observacdes podem estar relacionadas, como ja visto, com o fato de que,
a medida em que ha senescéncia dos frutos, as PPO sdo liberadas e
iniciam o processo de oxidagdo dos compostos fendlicos em compostos
mais toxicos aos microrganismos, como as quinonas.

As concentragdes de AS encontrados nos frutos de maga das
diferentes categorias da cv Fuji poderiam ser correlacionadas a
aplicacdo exogena do mesmo. No entanto, a exce¢do dos frutos de maca
da categoria 3, que apresentaram as maiores concentracdes nos
diferentes tempos, frutos da categoria 2 ndo apresentaram diferencas
estatisticas significativas entre os tratamentos, ao passo que em frutos da
categoria 1, quando observadas, as concentragdes superiores foram
relativas aos frutos inoculados com esporos do fitopatogeno.

Venema et al. (1996) observaram por HPLC que a concentragdo
interna de AS em frutos de macd, além de variarem entre as diferentes
espécies vegetais e cultivares, sdo proximas a 2 pug por grama de massa
fresca, corroborando com os resultados encontrados. Além disso,
mesmo que houvesse tracos de AS exdgeno presentes nos frutos, os
mesmos causariam efeitos benéficos a satde humana, tais como a
reducdo dos riscos de cancer, de doengas inflamatodrias, entre outras
(PATERSON & LAWRENCE, 2001; SCOTTER et al., 2007).

Estudos realizados por Carbone ef al. (2011), com frutos de maca
cv. Fuji demonstraram que o acido clorogénico e a epicatequina sdo os
compostos fendlicos mais abundantes nos frutos, além de exercerem
beneficios diretos ao organismo quando ingeridos, resultando na
diminuicdo do colesterol e de prevenirem contra o aparecimento de
tumores ¢ cancer (BOYER & LIU, 2004). Esses resultados foram
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corroborados por Abbas et al. (2014) que, ao analisarem frutos de maca,
encontraram concentragdes de acido clorogénico de 3,27 pg em EAG
por g de massa fresca e de 5,76 pg de epicatequina em EAG por g de
massa fresca. Tomados conjuntamente, tais resultados corroboram com
os resultados encontrados no presente estudo.

Os flavondides, por sua vez, representam o grupo mais comum e
de maior abrangéncia de compostos fendlicos presentes em frutos, sendo
formados basicamente por dois anéis aromaticos ligados por 3 carbonos
(PALIYATH et al., 2008). Esses compostos t€ém demonstrado a
capacidade de controlar doengas em diversas plantas, tanto por atividade
antimicrobiana direta, como inibindo a sintese de celulases e pectinases
em fitopatégenos (SKADHAUGE et al., 1997).

Segundo Schwan-Estrada et al. (2008), o teor de flavonodides
totais esta fortemente relacionado as atividades de enzimas de oxidagao
de substratos organicos, uma vez que essas atuam na polimerizagdo dos
fenilpropandides, responsaveis pela sintese dos compostos dessa
natureza. Dessa forma, como sugerem os resultados do presente estudo,
uma vez que ndo foram observados aumentos na atividade das enzimas
POX e PPO nos frutos de maca das diferentes categorias, mesmo
quando submetidos a0 AS ou a suspensdo de esporos, os teores de
flavondides permaneceram constantes ao longo do periodo
experimental.

Com esses resultados, pode-se afirmar que o AS nao foi capaz de
induzir resisténcia nos frutos de maca cv. Fuji das categorias 1, 2 e 3
contra o bolor azul, j4 que ndao foram observadas -elevacdes
significativas nas atividades de enzimas envolvidas na defesa dos frutos,
ou nos teores de compostos fenolicos e flavondides. Por outro lado, foi
observado e comprovado que o principal efeito do AS contra o
fitopatogeno esta relacionado ao potencial antifingico da sua molécula,
em pequenas doses e pH padrao.

Nesta pesquisa, observou-se que os frutos tratados com AS
apresentaram suas caracteristicas  fisico-quimicas  praticamente
inalteradas apds o periodo experimental sob temperaturas desfavoraveis
a preservagdo, proporcionando possivelmente um aumento no tempo de
prateleira e armazenamento dos frutos de maca das 3 categorias, a partir
da total ou parcial inativagdo da biossintese de etileno dos frutos, uma
das vantagens frente ao tratamento convencional.

Diante do exposto e considerando-se os resultados obtidos
conjuntamente as informagoes levantadas em literatura, acredita-se que
o AS pode representar uma forma alternativa de controle do bolor azul
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em frutos de maca das diferentes categorias, por apresentar um forte
poder erradicante & uma baixa concentragdo, viabilizando sua utilizagdo
comercial na dgua de lavagem dos frutos em substituigdo a forma
convencional feita atualmente com cloro ativo ou fungicidas, causando
menores impactos ao meio ambiente e ao ser humano frente a relativa
baixa concentragdo residual observada. Além disso, por inativar total ou
parcialmente a biossintese de etileno nos frutos, o AS ndo s6 garantiria a
qualidade fitossanitaria dos frutos de magd como preservaria algumas
das importantes caracteristicas fisico-quimicas, aumentando o tempo de
conservacdo dos frutos as temperaturas de armazenamento ou
comercializagao.
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CONCLUSOES

ii.

iii.

iv.

A partir dos resultados deste estudo € possivel concluir que:

O 4cido salicilico (AS) apresenta alta atividade antimicrobiana
sobre o bolor azul causado por Penicillium expansum, a qual
depende do pH e da concentragdo da solugdo e esta relacionada
aos danos causados na membrana plasmatica do fitopatdgeno;

O controle do bolor azul apés a imersdo dos frutos de maga
ocorre pela acdo direta do AS sobre o fungo (efeito
erradicante), apds um tempo de contato minimo de 30 minutos
com 0s esporos;

O AS aplicado exodgenamente ndo foi capaz de ativar os
mecanismos de defesa nos frutos de maga cv. Fuji de diferentes
categorias;

Além da acdo antifingica, a manutencdo das caracteristicas
fisico-quimicas de massa, s6lidos soluveis e acidez titulavel dos
frutos de maca, conferidas pela aplicagdo do AS, contribuem
para o aumento do tempo de prateleira dos frutos.
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ANEXO

Anexo 1 — Curva padrdo para dosagem de proteinas totais através do
método de Bradford.
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Anexo 2 — Curva padrdo para dosagem de compostos fendlicos pelo
método Folin Ciocalteau.
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Anexo 3 — Curva padrdo para dosagem de compostos fendlicos pelo
método de HPLC.
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Anexo 4 — Curva padrio para dosagem de flavonoides.
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Anexo 5 — Andlise de variancia da porcentagem de germinagdo de
esporos de P. expansum em agua destilada e em diferentes
concentragdes de suco de maga.

Anexo 6 — Analise de variancia da porcentagem de germinagdo e
comprimento do tubo germinativo de esporos de P. expansum
submetidos a diferentes concentragdes de AS.
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Anexo 7 — Andlise de varidncia da porcentagem de germinagdo e
comprimento do tubo germinativo de esporos de P. expansum
submetidos a diferentes tempos de contato com o AS (2,5 mM).
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Anexo 8 — Andlise de varidncia da porcentagem de germinagdo e
comprimento do tubo germinativo de esporos de P. expansum
submetidos ao AS (2,5 mM) em diferentes pH.
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Anexo 8 — Analise de varidncia do efeito do AS (2,5 mM) na
integridade da membrana plasmatica dos esporos de P. expansum apos
diferentes tempos de contato.

Anexo 9 — Analise de variancia das espécies reativas de ATB a partir de
esporos de P. expansum tratados com AS (2,5 mM) por diferentes
tempos indicando stresse oxidativo nas membranas.



Anexo 10 — Andlise de varidncia do extravasamento de proteinas de
micélios de P. expansum tratados com AS (2,5 mM) por diferentes
tempos.

Anexo 11 — Analise de variancia da atividade de peroxidases em frutos
de diferentes categorias de mag¢a Fuji tratados com agua destilada estéril.

Anexo 12 — Analise de variancia da atividade de peroxidases em frutos
de diferentes categorias de maga Fuji tratados com 4gua destilada estéril,
AS, suspensdo de esporos em agua destilada ou suspensdo de esporos
em AS.

Categoria 1



Categoria 2

: Fo
rr nE

Anexo 13 — Analise de variancia da atividade de polifenoloxidases em
frutos de diferentes categorias de maca Fuji tratados com agua destilada
estéril.
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Anexo 14 — Analise de variancia da atividade de peroxidases em frutos
de diferentes categorias de maca Fuji tratados com agua destilada estéril,
AS, suspensdo de esporos em agua destilada ou suspensdo de esporos
em AS.
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Anexo 15 — Analise de variancia da atividade de glucanases em frutos
de diferentes categorias de mac¢a Fuji tratados com agua destilada estéril.

Anexo 16 — Analise de variancia da atividade de glucanases em frutos
de diferentes categorias de mac¢a Fuji tratados com agua destilada estéril,
AS, suspensdo de esporos em agua destilada ou suspensdo de esporos
em AS.
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Anexo 17 — Analise de variancia do teor de compostos fenolicos totais
de frutos de diferentes categorias de mac¢d Fuji tratados com agua
destilada estéril.
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Anexo 18 — Analise de variancia do teor de compostos fenolicos totais
de frutos de diferentes categorias de macd Fuji tratados com agua
destilada estéril, AS, suspensdo de esporos em agua destilada ou
suspensdo de esporos em AS.
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Anexo 19 — Analise de variancia do teor de flavondides de frutos de
diferentes categorias de maga Fuji tratados com agua destilada estéril.

Anexo 20 — Analise de variancia do teor de flavonodides de frutos de
diferentes categorias de magd Fuji tratados com agua destilada estéril,
AS, suspensdo de esporos em agua destilada ou suspensdo de esporos
em AS.

Categoria 1

Fo
T a0 B
1 ETIE t
'L
..... u|



Categoria 2
EV EL 50 o Fo  Prafe
Tratamenio ¥ 107.5392830 35 . 8Ty ol k]
Texpo 3 407. 448630 13%,.0383170 0.2068
Tratamento* Tenpo & S1d. 940204 101 . EBOGES £.3284
[ Gea:] L] 4111 FNEHED BE . ThT43E
Total corrigido L1 4581018148
& M mw 1%.50
Categoria 3
Fv GL 5 = Fe  FPekFc
TEaTgimento | 15.4921388 2. E8TT8E 0,430 0,."M8z2
Tempo £l Bh. EEATET FIM TR 0,483 G.E853
Tratamento*Tenpo El 141.E84975 15, 760553 0,268 0,980%
EETD 4B EBAE . 1LERSD SE.HISTEL
Tatal carrigido &3 3130, TEE 00
L= LA 14,37



