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RESUMO
Tese de Doutorado
Programa de Pés-Graduagao em Agronomia
Universidade Federal de Santa Maria

INDUCAO P(’)S-COLAHEITA DA SINTESE DE RESVERATROL E
DE RESISTENCIA DE FRUTOS A PODRIDOES
AUTORA: CLAUDIA KAEHLER SAUTTER
ORIENTADOR: AURI BRACKMANN
Data e Local da Defesa: Santa Maria, 27 de fevereiro de 2008.
Os objetivos deste trabalho foram alcangados em duas etapas. Na primeira etapa, o objetivo
foi avaliar a presenca de trans-resveratrol em frutos de clima temperado e a sua variacdo de
concentracdo nesses frutos durante o periodo de armazenamento, assim como a evolugdo dos
polifendis totais e antocianinas totais. Avaliou-se o contetido de polifendis totais, antocianinas
totais e trans-resveratrol antes e apds o armazenamento refrigerado e em atmosfera
controlada, e apds cinco dias de exposi¢do a 20°C em kiwi ‘Bruno’, morangos ‘Araza’ e
‘Yvahe’, amora (Morus nigra), macas ‘Galaxi’, ‘Gala’ e ‘Fuji’, caqui ‘Fuyu’, mirtilo
‘Bleugem’, uvas ‘Isabel’, ‘Merlot’ e ‘Nidgara Rosada’. Detectou-se o trans-resveratrol in
natura em polpa de kiwi ‘Bruno’, morangos ‘Araza’ e ‘Yvahe’ e amora ‘Preta’. Nos demais
fruto, detectou-se in natura trans-resveratrol na casca. O armazenamento refrigerado
estimulou a sintese de trans-resveratrol em mirtilo ‘Bleugem’, uvas ‘Isabel’ e ‘Merlot’. Na
segunda etapa, o objetivo foi avaliar a indu¢@o da sintese de trans-resveratrol e sua possivel
acdo como fitoalexina em macds ‘Gala’ e ‘Fuji’, armazenadas em atmosfera controlada.
Realizaram-se experimentos com aplicacdo de elicitores abidticos: irradiagdo ultravioleta,
fosfito e acibenzolar-S-metil, aplicados antes do armazenamento em atmosfera controlada, e
ozdnio aplicado de forma intermitente durante o armazenamento de macas ‘Gala’ e ‘Fuji’.
Realizou-se o controle de podriddo em outro experimento com os mesmos elicitores. Na casca
dos frutos analisaram-se trans-resveratrol, polifendis totais e antocianinas totais, e o didmetro
de lesdo apds inoculacdo por Penicillium sp. Os elicitores abidticos induziram a sintese de
trans-resveratrol em maca ‘Fuji’ na seguinte ordem: Acibenzolar-S-metil > Fosfito >
irradiacdo UV-C 2= ozb0nio, mas ndo apresentaram efeito em macds ‘Gala’, durante o
armazenamento em atmosfera controlada. Os elicitores abidticos ndo apresentaram efeito no
controle de podriddo, com excecdo do fosfito que controlaram a podriddo em mag¢ad ‘Gala’.

Nao houve correlacio entre a sintese de trans-resveratrol e o controle de podridao.

Palavras chave: Fitoalexinas; elicitores; irradiacdo ultravioleta (UV); ozdnio; acibenzolar-S-metil
(ASM); fosfito.



ABSTRACT
Doctoral Thesis
Graduate Program in Agronomy
Federal University of Santa Maria, RS, Brazil

POST-HARVEST INDUCTION OF RESVERATROL SYNTHESIS
AND ROTTING CONTROL IN FRUITS
AUTHOR: CLAUDIA KAEHLER SAUTTER
ADVISER: AURI BRACKMANN
Date and Place of Defense: Santa Maria, February 27th, 2008
The objectives of this work were divided in two experiments phases. In the first phase, it was
studied the presence of trans-resveratrol in temperate climate fruits and the variation of their
concentration in these fruits during storage period, as well the amount of total phenols and
total anthocyanins. It was evaluated total phenols, total anthocyanins and trans-resveratrol,
before and after cold storage and under controlled atmosphere; and after five days shelf-life at
20°C in ‘Bruno’ kiwifruit; ‘Araza’ and ‘Yvahe’ strawberries; ‘Black’ mulberry; ‘Galaxi’,
‘Gala’ and ‘Fuji’ apples; persimmon ‘Fuyu’; ‘Bleugem’ blueberry, ‘Isabel’, ‘Merlot’ and
‘Niagara Pink’ grapes. It was detected trans-resveratrol in natura in flesh ‘Bruno’ kiwifruit;
‘Araza’ and ‘Yvahe’ strawberries; ‘Black’ mulberry. In other fruits, it was detected trans-
resveratrol in natura in the skin. The cold storage stimulated trans-resveratrol synthesis in
‘Bleugem’ blueberry, and ‘Isabel’ and ‘Merlot’ grapes. In the second phase, it was evaluated
the induction of trans-resveratrol synthesis and its possible action as phytoalexin in ‘Gala’ and
‘Fuji’ apples stored in controlled atmosphere were evaluated. Experiments were with the
application of abiotic elicitors: ultraviolet irradiation, phosphite and acibenzolar-S-methyl,
applied before controlled atmosphere storage, and intermittent ozone applied during storage
of to ‘Gala’ and ‘Fuji’ apples. Rot was controlled in another experiment with the same
elicitors. In fruit bark it was analyzed trans-resveratrol; total phenols and total anthocyanins,
as well as the diameter of injury after inoculation of Penicillium sp. The abiotic elicitors were
induced in 'Fuji' apples trans-resveratrol synthesis in the following sequence: Acibenzolar-S-
methyl > phosphite > UV-C irradiation > ozone, but it wasn’t effective on 'Gala' apple. There
was no correlation between the syntheses of trans-resveratrol and rotting control, with

exception of phosphite was control of rot in 'Gala'.

Key words: Phytoalexin; elicitors; ultraviolet irradiation (UV); ozone; acibenzolar-S-methyl (ASM);
phosphite.
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INTRODUCAO

Durante o periodo de colheita de frutos geralmente ocorre uma oferta do produto
acima da capacidade de consumo do mercado. Em decorréncia disso, no segmento de macas,
por exemplo, foi instalado um grande e bem equipado parque de armazenamento para
manutencdo da qualidade através do armazenamento refrigerado (AR) e atmosfera controlada
(AC), que permite a programacdo das vendas para mercado interno e para exportacdo. Porém,
ainda assim ocorrem grandes perdas decorrentes de podriddes. A legislacdo brasileira coloca
grande restri¢do ao uso de fungicidas apés a colheita, pois residuos destes podem oferecer
risco de intoxicacdo ao consumidor. Exige-se entdo que o setor produtivo adapte suas técnicas
de armazenamento para diminuir os residuos de defensivos, o que dificulta o controle de

podriddes em pds-colheita, principalmente apds o armazenamento.

Uma alternativa para conferir protecdo dos frutos as podriddes é estimular a producio
de substincias naturais, produzidas pelo proprio fruto para aumentar a resisténcia ou controlar
0 patdgeno sobre o fruto. Estas substancias denominam-se fitoalexinas e, entre elas, destacam-
se os polifendis, que nao sdo téxicos ao consumidor nas concentragdes encontradas nos frutos.
O resveratrol é uma fitoalexina, presente na uva, que, além de exercer sua fungdo protetora na
fruta, pode contribuir na alimentacdo do consumidor, pois apresenta atividades bioldgicas
para saide humana (nutrac€uticas) como: antiinflamatorio, induz a vasorelaxacao, regulacio

do metabolismo lipidico, acdo anticarcinogénica e atividade estrogénica (FREMONT, 2000).

Existem mecanismos abidticos, denominados elicitores, que podem alterar o
metabolismo fendlico dos frutos, induzindo a biossintese de polifendis e também do
resveratrol, sendo eles a irradiacdo com luz ultravioleta, a exposi¢do ao 0zonio e a injdria por
dano mecanico (CANTOS et al., 2000). O etileno também € considerado um elicitor, mas tem
acdo indireta sobre esta via metabdlica dos polifendis nos frutos. A literatura também sugere
que os fosfitos e o acibenzolar-S-metil podem conferir protecdo aos frutos contra patégenos.
Portanto, hd necessidade de se estudar inducdo de resisténcia dos frutos as podriddes,

melhorando assim o controle dos patégenos e acrescentado um valor nutracéutico ao fruto.

Desta forma, os objetivos desta tese foram: averiguar a presenca de trans-resveratrol
em frutos climatéricos e ndo climatérios e sua conservagdo apds o armazenamento; induzir a
sintese de resveratrol com elicitores e avaliar a resisténcia de frutos a podriddo em funcdo da
sintese de resveratrol, e também, determinar a dose hormética de irradiacdo ultravioleta mais

adequada para indugdo de trans-resveratrol sem prejudicar a qualidade da fruta.
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CAPITULO 1

1. Revisao da literatura

Os métodos para conservacdo de frutos em pods-colheita baseiam-se na determinacio
do ponto de maturacdo mais adequado ao fruto no momento da colheita e na redugdo do
metabolismo, durante o armazenamento, para manutencdo das caracteristicas nutricionais,
organolépticas e barreiras naturais do fruto, como integridade da casca, ceras e cutina, ao
ataque de patégenos. Desta forma, utilizam-se, durante o armazenamento, baixas
temperaturas, baixas pressdes parciais O, e altas de CO, para reduzir a respiragdo do fruto e a
producido e acdo do etileno. O etileno estimula a maturacao e senescéncia dos frutos, portanto
a sua eliminagfo, através do permanganato de potdssio ou queima catalitica, beneficia a
conservagdo dos frutos. Para minimizar os efeitos do etileno sobre o amadurecimento,
também € possivel intervir no sitio de ligacdo do etileno com o uso do 1-metilciclopropeno
(1-MCP), inibindo a acdo de etileno no inicio do armazenamento (BRACKMANN et al.,
2004).

A inibi¢do do crescimento do patdgeno, geralmente fingico, ocorre pela reducdo da
temperatura, altas concentracdes de CO; e baixas concentragdes de O,. O hipoclorito de sédio
reduz a contaminag@o microbiana sobre o fruto antes do armazenamento e o cdlcio auxilia a
conservagdo através da queda do pH na superficie do fruto, suprindo parte do cdlcio para
manutengdo da parede celular. Utilizam-se ceras naturais para evitar a desidratacdo e conferir
brilho ao fruto, mas estas também contribuem como barreira fisica ao ataque de patégenos.

Todos estes métodos apresentam-se eficazes no controle de podriddoes durante o
armazenamento, mas por vezes hd necessidade de uma protecdo prolongada apds o
armazenamento refrigerado. Quando os frutos sdo expostos a temperaturas mais elevadas, em
torno de 20°C ou mais altas, o metabolismo do fruto é acelerado em funcio da producio de
etileno, induzindo o aumento da respiracdo, com perda de firmeza de polpa, levando a
susceptibilidade aos patogenos.

Os métodos acima mencionados utilizam o metabolismo primdrio do fruto que
envolve controle da respiracdo, evitando a degradagdo de éacidos, actcares e pectinas. Porém
apenas as plantas possuem um metabolismo secundério, que ainda é pouco explorado na pés-

colheita. Este metabolismo envolve a producdo de substincias como terpendides, alcaléides,
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fendis simples e polifendis (TAIZ; ZEIGER, 2004). O metabolismo secundario sintetiza
fitoalexinas, quando € ativado por elicitores, isto €, fatores fisicos (diferenca de temperatura,
irradiagdes, injuria mecénica) ou quimicos (gases, sais, moléculas complexas ou patdégenos).
Os elicitores podem ser classificados como bidticos ou abidticos. Os elicitores bidticos podem
ser de origem microbiana (elicitor exdgeno) ou da propria planta (elicitor enddgeno).
Quimicamente, os elicitores bidticos sdo formados, em geral, por moléculas complexas,
englobando carboidratos, glicoproteinas, polipeptideos, enzimas, lipidios ou dcido fendlico
(PASCHOLATI; LEITE, 1995). Os elicitores de origem microbiana podem ser formados por
estruturas intactas ou parte de fungos e células bacterianas. No caso dos elicitores endégenos,
estes sao formados por fragmentos da membrana plasmdtica como o dcido linoléico
(CONCONI et al., 1996) ou de material constituinte da parede celular da planta, que é
liberado pela acdo de enzimas que degradam a parede celular. Estas enzimas podem ser
produzidas por fungos, bactérias ou pelas proprias células danificadas da planta
(PASCHOLATT; LEITE, 1995). Do ponto de vista da conservagéo do fruto, para o uso eficaz
de elicitores bidticos deve-se extrair e purificar moléculas elicitoras que sejam facilmente
absorvidas pela epiderme como o 4cido salicilico ou jasmonato, ou por moléculas complexas
como a quitosana. O etileno também é considerado um elicitor, porém desencadeia a
maturacdo do fruto, que perde qualidade pela degradagdo de pectinas, o que facilita a
contaminagao fitopatolgica (GRIMMING ez al., 2002; PASCHOLATTI; LEITE, 1995).

Os elicitores abidticos geralmente causam danos através do estresse oxidativo como a
luz ultravioleta (UV), metais pesados como cloreto de mercirio (HgCl,) e cloridrato de
aluminio (Al Cl3); acibenzolar-S-metil (ASM) entre outros (PASCHOLATI; LEITE, 1995;
PERL-TREVES; PERL, 2002).

Os elicitores geralmente desencadeiam mecanismos de oxidacdo complexos durante a

inducdo de fitoalexinas. Essas reagdes sdo denominadas de estresse oxidativo.

1.1. Estresse oxidativo

O oxigénio molecular, presente na atmosfera e na dgua, é essencial para o suporte da
vida. As plantas, em particular, sdo capazes de sintetizd-lo como subproduto da fotossintese,
oxida-lo na respiragdo e incorpord-lo em moléculas mais complexas através de varias enzimas
oxigenases. A molécula O,, biologicamente, € pouco ou ndo-téxica, mas os subprodutos

gerados do metabolismo, denominados Espécies Reativas de Oxigénio (ERO, ‘ROS’ em
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inglés) ou Intermedidrios Reativos de Oxigénio (IRO, ‘ROIs’ em inglés), sdo quimicamente
reativos (MITTLER, 2002). As EROs t€m alta difus@o na célula e s@o capazes de reagir com
moléculas orgénicas a fim de parear os elétrons, podendo levar a morte celular. Geralmente,
resultam da excitagdo do oxigénio molecular (O,) para formar oxigénio singlete (O,") ou
pode ocorrer a transferéncia de um, dois ou trés elétrons de uma molécula de O, para outra,
formando respectivamente; radical superdxido (02*"), peréxido de hidrogénio (H,O,) ou

radical hidroxila (HO")(Figura 1).
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Figural - Diagrama de energia dos orbitais atdmicos do atomo de oxigénio e a geracdo de espécies reativas
de oxigénio, a partir da reducio do oxigénio.

Existem muitas fontes potenciais de ERO em plantas (Tabela 1), sendo que a fonte
mais estudada no estresse oxidativo em plantas € o cloroplasto (Figura 2). Entre as diversas
fontes geradoras intracelulares de ERO, as mitocondrias sdo as maiores fontes em animais e
nos vegetais na poés-colheita. A producdo de anion superdxido (O,) ocorre tanto nas
mitocOndrias (através da oxidacdo da semiquinona a ubiquinona) como no reticulo
endoplasmadtico (através do citocromo Pssp) e no citosol (através da xantina oxidase). O
peréxido de hidrogénio (H,0,) € gerado pelas mitocondrias, reticulo endoplasmaético e citosol,
a partir da dismutacdo do O, catalisada pela superéxido dismutase (SOD), oxidando e
simultaneamente reduzindo o peréxido de hidrogénio formando oxigénio molecular e dgua.
No reticulo endoplasmdtico, o peréxido de hidrogénio é gerado pela auto-oxidagdo do

citocromo P45 (MARRONI, 2002).

Tabela 1 - Producio de espécies reativas de oxigénio em plantas (MITTLER, 2002).

Producao de Localizacao Espécie reativa
Espécies Reativas de Oxigénio primaria
Fotossintese Cloroplasto Oy
Cadeia transportadora de elétrons e PSI e PSII

Respiracdo Mitocondria (03
Cadeia transportadora de elétrons

Glicolato oxidase Peroxissomo H,0,
Excitacgdo da clorofila Cloroplasto 0,'
NADPH oxidase Membrana Plasmadtica O,
B-oxidagdo de dcidos graxos Peroxissomo H,0,
Oxalato oxidase Apoplasto H,0,
Xantina oxidase Peroxissomo (07
Peroxidases (Mn>* e NADH) Parede celular H,0,e O,
Amina oxidase Apoplasto H,0,
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Nos udltimos anos, novas fontes de ERO foram identificadas nas plantas, incluindo
NADPH oxidases, amina oxidases e peroxidases vinculadas a parede celular (MITTLER,

2002).
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Figura 2 - Esquema bioquimico dos principais processos envolvendo espécies reativas de oxigénio no
cloroplasto (PERL-TREVES; PERL, 2002).

Para corrigir estes eventos, a célula vegetal conta com enzimas reparadoras do estresse
oxidativo, sendo as principais a catalase (CAT, EC 1.11.1.6), a peroxidase (POD, EC 1.11.1.7), a
glutationa redutase (GR, EC 1.6.4.2), a ascorbato peroxidase (APX, EC 1.11.1.11), a superdxido
dismutase (SOD, EC 1.15.1.1) entre outras (Tabela 2). Portanto, para a sobrevivéncia da célula,
o balanco entre a formagdo de ERO e a detoxificagdo destas espécies, através das enzimas
reparadoras, é crucial. Em condi¢des normais, num estado de equilibrio, a produg¢do de ERO
em células é baixa (240uM gt 0O, e de 0,5uM H,O, em cloroplastos), mas, quando a
homeostase celular é perturbada, aumenta a produ¢do de ERO de 240 para 720uM s 1de Oy
e 5 para 15uM s ' de H,O, (POLLE, 2001).

Tradicionalmente, as espécies reativas de oxigénio foram consideradas como sendo
téxicas. No entanto, nos ultimos anos, ha evidéncias de que as plantas produzem ativamente
ERO como moléculas sinalizadoras para controlar processos como apoptose (morte celular
programada), respostas ao estresse abidtico e defesa sist€émica sinalizadora (MITTLER,
2002). Segundo este autor, as espécies reativas de oxigénio podem ser vistas como
indicadores de estresse e como mensageiros secundarios envolvidos na transducio de sinal da

resposta ao estresse. Estes incluem estresse hidrico e desidratacdo, estresse salino,
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refrigeracdo, choque térmico, metais pesados, radiacdo ultravioleta, poluentes do ar, tais como

0 ozonio e SO,, estresse mecinico, caréncias nutricionais e ataque de patégenos.

Tabela 2 - Enzimas e compostos antioxidantes envolvidos na detoxificacio de espécies reativas de oxigénio

em plantas (MITTLER, 2002).

Enzimas e compostos envolvidos na limpeza Localizacao Espécie reativa
de Espécies Reativas de Oxigénio primaria
SOD Superéxido dismutase Cloroplasto, Citosol, Mitocondria, (023
Peroxissomo, Apoplasto
APX Ascorbato peroxidase Cloroplasto, Citosol H,0,
Mitocondria, Peroxissomo, Apoplasto
CAT Catalase Peroxissomo H,0,
GPX Glutationa peroxidase Citosol H,0,e ROOH
GR Glutationa redutase
POD Peroxidases Parede Celular, Citosol, Vacuolo H,0,
Tioredoxina peroxidase Cloroplasto, Citosol, Mitocdndria H,0,
AsA Acido ascérbico Cloroplasto, Citosol,Mitocondria, H,0,e O,
Peroxissomo, Apoplasto
GSH Glutationa Cloroplasto, Citosol, Mitocondria, H,0,
Peroxissomo, Apoplasto
o- Tocoferol Membranas ROOH e O,
Carotendides Cloroplasto 0,
AOX Oxidase alternativa Cloroplasto, MitocOndria (028

Um mecanismo de resisténcia importante € a resposta de hipersensibilidade (RH) que
€ induzida ao redor do sitio de invasdo do patégeno (PASCHOLATTI; LEITE, 1995). Esta
resposta envolve um aumento da respiragéo e rapida produgdo de ERO que inicia uma série de
eventos de reconhecimento entre planta e patdgeno (PERL-TREVES; PERL, 2002). Durante
esta interacdo, ocorre um aumento da geragdo de ERO. Este incremento na concentragio pode
apresentar-se de dois modos, conforme a patogenicidade. Quando a interacdo € compativel,
microrganismo niao patogénico, ocorre apenas um pico de ERO e o sistema antioxidante
enzimético efetua a detoxificagdo, normalizando os niveis de ERO (Figura 3). Porém, quando
ndo h4d compatibilidade, uma segunda resposta de defesa, em maior intensidade, &
desencadeada. Sendo o microorganismo reconhecido como patégeno, o aumento de ERO ¢é
principalmente devido ao H,O,, que é segregado através da parede celular atuando como
antimicrobiano (BRISSON et al., 1994). O teor de perdxido de hidrogénio mais elevado altera
a permeabilidade de membrana, aumentando o fluxo de célcio que gera a sintese de 6xido
nitroso desencadeando a RH que leva a morte celular (CASSELLS; DOYLE, 2003). Este
mecanismo de defesa isola o patégeno fingico ou bacteriano evitando seu crescimento e,
quando o patdgeno € viral, este é impedido de se movimentar na planta (PASCHOLATI;

LEITE, 1995).
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Na resposta de hipersensibilidade pode ocorrer, antes da morte celular, uma rapida

insolubilizacdo de proteinas. Esta precipitacdo conduz a um reforco da parede celular, e isso

funciona como um mecanismo de defesa rdpida na fase inicial de hipersensibilidade, antes da

transcri¢do dos genes de defesa (BRISSON et al., 1994).
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Figura 3 - Modelo cinético da producio de espécies reativas de oxigénio (ERO) na interacio
entre planta e patégeno em cultura de células (SCHEEL, 2002).

1.2. Elicitores

Os mecanismos que desencadeiam a defesa vegetal sdo complexos e, por vezes,

interagem entre si. Os elicitores geralmente induzem algum tipo de estresse oxidativo que

estimula diversas rotas do metabolismo secunddrio. Assim, a indug@o por alguns elicitores e

suas respostas fisioldgicas serd descrita, conforme a seguinte seqii€ncia:

e Tratamento térmico

¢ Acido salicilico e correlatos na resisténcia sistémica adquirida

e Jasmonato e inducdo de resisténcia sist€mica

e Quitosana
e (Ozdnio
e [Luz Ultravioleta

e Fosfito
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1.2.1. Tratamento térmico

O uso de técnicas empregando variacdes de temperatura € uma metodologia alternativa
para o controle de podriddes e distirbios fisiolégicos. Para cada fruto hd uma temperatura
minima de seguranca (TMS) ja determinada, na qual a respiracdo é reduzida ao minimo e nio
ocorre o desenvolvimento dos sintomas de dano pelo frio (CHITARRA; CHITARRA, 2005).
Porém, mesmo em TMS alguns patégenos ainda sobrevivem de forma latente nestas
temperaturas (LUNARDI et al., 2002a).

H4 duas técnicas distintas em pds-colheita, as quais empregam diferenga de
temperatura para incrementar ou inibir a acdo de enzimas. Um delas é o condicionamento
térmico, que emprega temperaturas medianas (15 a 25°C) e altas (37 a 53°C) antes do
armazenamento a frio. Outra técnica é o aquecimento intermitente, que consiste no
armazenamento dos frutos a baixas temperaturas, proximas da TMS, e que em seguida, sdo
expostos a temperaturas medianas por um ou dois dias, reativando o metabolismo do fruto e,
em seguida, resfriados novamente a baixas temperaturas. Este processo pode ser repetido em
ciclos. Esse tratamento deve ser realizado antes dos danos tornarem-se irreversiveis, o que
varia de acordo com o produto (KLUGE et al., 2006).

Os efeitos benéficos do uso de calor em frutos sdo: redugdo da carga microbioldgica,
inducdo da biossintese de fitoalexinas, reducdo de sintomas de danos pelo frio (chilling) e até
retardo da perda da firmeza de polpa em macas (LUNARDI et al., 2002b). Porém, ha relatos
de perda de peso, alteracdo de cor da casca e polpa, aumento da sintese de etileno e,
conseqilentemente, aumento da atividade respiratéria (KLUGE et al., 2006).

Os sintomas de danos pelo frio estdo relacionados com a integridade das membranas
que estd intimamente ligada a temperatura em que o fruto se encontra. A composi¢do da fase
lipidica, relacdio de é&cidos graxos saturados e insaturados, determina a fluidez desta
membrana (CHITARRA; CHITARRA, 2005). Os &4cidos graxos saturados possuem uma
cadeia lipidica linear que permanece unida a outra cadeia por forgas de ‘van der Waals’. Os
dcidos insaturados ndo sdo completamente lineares e, portanto, diminuem as forgcas de coesao.
Portanto, é necessdria uma fluidez minima para que as proteinas de membrana possam manter
sua estrutura funcional em atividade. Com o aumento da temperatura as forcas de ligacdo
entre as moléculas lipidicas diminuem, aumentando a fluidez e diminuindo as interacdes
eletrostiticas com as proteinas de membrana, podendo ocorrer a perda de {fons, e

conseqiientemente, a perda dos potenciais de membrana (TAIZ; ZEIGER, 2004). A situacio
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inversa também pode ocorrer, mas por mecanismos diferentes; sendo que quando a
temperatura diminui, a fluidez da membrana também diminui, pois hd maior interacio na fase
lipidica, podendo até ocorrer semi-cristalizacdo e inativacdo das enzimas de membrana
(CHITARRA; CHITARRA, 2005).

Quando a temperatura € inferior a TMS, as membranas permitem o fluxo de
compostos quimicos, assim como a perda de potenciais elétricos, extravasando eletrélitos.
Este desarranjo estrutural acarreta a inviabilidade de processos bioquimicos gerando ERO. Os
frutos de clima tropical tém, em suas membranas, um teor maior de lipidios saturados do que
frutos de climas mais frios. Isto explica em parte a baixa tolerdncia ao frio dos frutos
tropicais. O controle da fluidez da membrana estd relacionado a modulacdo da sintese de
acidos graxos insaturados ou de acidos graxos saturados (KLUGE, 2006).

Os tratamentos térmicos podem ser utilizados para induzir a atividade de enzimas
antioxidativas ou para evitar a queda na sua atividade durante o armazenamento (WANG,
1995; SALA; LAFUENTE, 1999; 2000). SALA (1998), comparando a tolerincia de
tangerinas ao frio, observou que a cultivar Clementina era menos sensivel a baixa temperatura
de armazenamento, pois apresentava um sistema antioxidante mais eficiente, mantendo alta a
atividade da CAT, APX e GR, durante o armazenamento sob baixa temperatura (2,5°C).

Quando uma planta sofre estresse térmico por elevacdo de temperatura, entre 5 a 10°C,
desencadeia-se a producdo de uma série de proteinas denominadas “proteinas de choque
térmico”, em inglés heat shock proteins (HSPs). Estas proteinas variam seu tamanho de
acordo com a temperatura. Classificam-se de acordo com o peso, 57 a 114kDa, como HSP60,
HSP70, HSP90 e HSP100, sendo encontradas no citosol, mitocondrias e cloroplastos. Apenas
as smHSP de 15 a 30kDa estdo presentes também no reticulo endoplasmético. A fungdo
destas proteinas €é atuar como chaperonas moleculares, efetuando a manuten¢do da estrutura
espacial de outras proteinas que sofreram com a alteracdo da temperatura (TAIZ; ZEIGER,
2004). Com as fungdes protéicas preservadas, a planta pode suportar variacdes de temperatura
sem sofrer danos fisioldgicos, portanto a planta adquire a termotolerancia ao frio ou calor.

O estresse térmico também desencadeia alteracdo na composicdo de compostos
fendlicos. Na via fenilpropandides, a enzima chave é a fenilalanina amonialiase (FAL, EC
4.3.1.5). Esta enzima aumenta sua atividade e sua biossintese, sob a influéncia de temperatura.
RIVERO et al. (2001) mostram uma correlacdo entre FAL e aumentos de compostos
fendlicos em tomate (Lycopersicon esculentum) através do estresse térmico. A luz e a
temperatura t€ém um forte efeito sobre os compostos fendlicos, acumulando-se na polpa e

casca de maca ‘Fuji’. BAKHSHI; ARAKAWA (2006) observaram que a temperatura 6tima
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para a sintese de acidos fendlicos, antocianinas e flavondides é de 24°C. A formacdo de
flavondides e antocianinas sdo desencadeadas pela chalcona sintase (CHS, EC 2.3.1.74); e os
estilbenos, outra familia de polifendis que tem como precursor o resveratrol, sdo catalisados
pela estilbeno sintase (STS, EC 2.3.1.95, EC 2.3.1.146). Ambas as vias s@o ativadas pela
temperatura em uvas, especialmente na cv. Isabel (SAUTTER, 2003). Mas um breve choque
térmico a 45°C pode inativar a FAL, em folhas de alface, portanto o choque térmico pode ser
utilizado também como branqueamento (SALTVEIT, 2000; KANG; SALTVEIT, 2003).

No Brasil, desde a década de 90, o tratamento hidrotérmico vem sendo utilizado para
desinfestacdo pods-colheita de frutas, objetivando o controle das espécies quarentendrias:
Anastrepha obliqua (Macquart), A. fraterculus (Wied.) e Ceratitis capitata (Wied.),
atendendo as exigéncias quarentendrias do Departamento de Agricultura dos Estados Unidos
(USDA) (MENDONCA et al., 2000). A aplicacdo de tratamento térmico para controle de
podriddes novamente se mostra promissor, mas com menos resultados positivos do que a
desinfestagdo de insetos, pois a temperatura elevada pode aumentar a sensibilidade a
recontaminacdo por patdégenos. Porém, a imersdo em dgua quente reduz as podriddes em

macis cv. Fuji (LUNARDI et al., 2002a) e tomate (BARKAI-GOLAN et al., 1993).

1.2.2  Acido salicilico e correlatos na resisténcia sistémica adquirida

z

Outro mecanismo de defesa é a resisténcia sist€émica adquirida (RAS) (Systemic
Acquired Resistance - SAR), que € um fendmeno caracterizado por um aumento do nivel de
resisténcia em toda a planta, sem alteragdes de sua base genética. Esta protecdo induzida é
dependente do intervalo de tempo entre a indugdo por elicitores, sinaliza¢do entre células ou
no sistema através dos vasos, transducdo de sinal nas células e sintese de fitoalexinas,
impedindo o crescimento do patégeno (PASCHOLATTI; LEITE, 1995). Porém, VERNOOLJ et
al. (1994), apesar de obterem resultados consistentes com um modelo de inducao da RAS em
tabaco no local da necrose patdgeno-induzida, concluiram que ocorre a producdo de um
elemento ndo identificado que é mével no xilema e floema, o que exige a presenca de 4cido
salicilico em tecidos distantes da lesdo para o estabelecimento do estado resistente. A maioria
dos estudos para elucidar esta resposta sist€mica trabalham com plantas transgénicas de
tabaco e Arabidopsis, que exprimem o gene nahG que codifica uma salicilato hidroxilase,
originalmente de Pseudomonas. Esta enzima converte o dcido salicilico em catecol (Figura 4),

tem-se entdo plantas insensiveis a resposta de hipersensibilidade e, portanto, teoricamente sem
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transducdo de sinal para 4cido salicilico (CONRATH et al., 2001). Isto gera controvérsias a
respeito da identificacio do sinalizador no sistema. De modo geral, é consenso que a resposta
sistémica adquirida envolve principalmente o acido salicilico como sinalizador e que a
inducdo de resisténcia sistémica a patégenos tem como sinalizador o jasmonato em conjunto
com o etileno (DURRANT; DONG, 2004; BOSTOCK, 2005).

O 4cido salicilico (AS), o metil salicilato (MeSA), o dcido jasmoénico (AJ) e o metil
jasmonato (MeJA) sdo moléculas sinalizadoras enddgenas de crescimento vegetal. Sdo
substancias que desempenham papéis fundamentais na planta durante o crescimento e
desenvolvimento, e também atuam na resposta ao ambiente (TAIZ; ZEIGER, 2004). Essas
moléculas estdo envolvidas em alguns sistemas de transducdo de sinal, o que induz
particularmente a biosintese de enzimas que catalisam reacdes para formar compostos de
defesa como polifendis, alcaléides ou proteinas relacionadas patogénese (PR). A indugdo da
RAS resulta na restri¢do do crescimento de fitopatégenos e na inibicdo ou diminui¢do dos
sintomas da doenca devido 2 ativacio dos mecanismos de defesa da planta (TOFOLI;
DOMINGUES, 2005).

O 4cido salicilico, que é derivado do 4cido benzédico, pode ser sintetizado por duas
vias, uma oxidativa e outra ndo oxidativa. Depois de formado, o 4cido salicilico pode ser
metilado formando o metil salicilato (MeSA), que € volatil, podendo ser um sinalizador entre
plantas, pode ser glicolisado ou ser levado a catecol em plantas transgénicas (Figura 4).
Estudos recentes mostram que o AS € sintetizado em resposta a vdrios elicitores abidticos,
como o calor (DAT et al., 1998), sal (BORSANI ez al., 2001), metais pesados (METWALLY
et al., 2003), oz6nio e HO, (LEON er al., 1995; MITTLER et al., 2004). O 4cido salicilico
pré-formado, isto €, ja existente na planta, protege a célula vegetal contra danos oxidativos
causados e €, frequentemente, associado a um aumento de enzimas antioxidantes (DAT et al.
1998). Estas observagdes sugerem que as respostas das dicotiledoneas para ambos os estresse,
bidticos e abidticos, partilham um caminho comum de sinalizacio mediada por ERO e
formacdo AS e que estd associada a este percurso, regulando o delicado equilibrio entre a

acumulagdo das ERO e atividade antioxidante.
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Figura 4 - Proposta da biossintese do acido salicilico em plantas (adaptado de RYALS et al. 1996 e TAIZ;
ZEIGER, 2004).

A planta cataliza, através das UDP-Glc:fenilpropanoide glucosiltransferases (UGTs ou
TOGT), a transferéncia da glicose UDP-Glc para muitos substratos fendlicos e regula a
atividade de polifendis, que desempenham papéis importantes na defesa da planta contra
agentes patogénicos. CHONG et al. (2002), trabalhando com &cido salicilico em tabaco,
demonstraram o envolvimento TOGT na glicosilagdo de scopoletin na planta e propuseram
que a glicosilacdo, mediada pela TOGT, € necessaria para acumulacdo de scopolin nas células
ao redor da lesdo causada por virus do mosaico do tabaco (TMV). O glicosideo scopolin atua
diretamente como antiviral e também exerce um papel importante no tamponamento das
espécies reativas de oxigénio (Figura 5). Este fato d4 suporte & teoria de que a producdo de
polifendis, além de serem fitoalexinas, servem também para remover as ERO nas células
adjacentes ao foco da lesdo, pois os fendis sdo capazes de doar um préton de sua hidroxila

para ERO e, ainda assim, manter-se estavel através da ressondncia do anel benzénico.
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SCOpOIEtin SGOPGIin

Figura 5 - Esquema da biossintese de Scopoletin e Scopolin (CHONG et al. 2002)

O benzotiadiazol (BTH) ou acibenzolar-S-metil (ASM) (BION®) € um composto
sintético considerado um ativador quimico da resisténcia de plantas a doencas. Este produto
ndo tem acdo direta sobre o patdégeno, mas sua estrutura espacial, semelhante ao 4cido
salicilico (miméticos) (figura 6), parece desenvolver papel importante na transdugdo de sinal
(CONRATH et al., 2001). Ap6s a aplicagdo, o ASM € prontamente absorvido e translocado
pela planta, gerando um sinal sistémico que desencadeia a expressdo de genes de defesa da

planta.
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Figura 6 - Estruturas quimicas dos compostos de indutores de resisténcia sistémica adquirida biossintese.

O efeito do 4cido salicilico e ASM sobre a ativagdo de genes de defesa depende do
gene que estd sendo monitorado. Em geral, trabalha-se com dois grupos de genes: um grupo
sdo aqueles codificam para peroxidase aniOnica e manitol desidrogenase e o segundo grupo
sdo os de defesa representados pela FAL, 4-cumarato:CoA ligase, proteinas PR-10 e

hidroxiprolina-glicoproteina. O primeiro grupo de genes apresenta resposta direta ao
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tratamento (AS e ASM), ja o segundo grupo a expressdo é dependente da dose de elicitagdo,
assim como as condicdes de cultivo celular (CONRATH et al., 2001).

A figura 7 apresenta um esquema bioquimico dos principais processos envolvendo
espécies reativas de oxigénio, induzidos por elicitores bidticos e abidticos e desencadeando a
RAS. Neste esquema, a concentracdo de 4cido salicilico interfere na regulacdo das enzimas
antioxidantes. A catalase e a ascorbato peroxidase sdo blindadas pelo acido salicilico, assim
como a anidrase carbonica no cloroplasto, este fato nos leva a hipétese de que o AS poderia
modular as ERO(s), de tal modo que permita coneccdes com outros processos fisioldgicos
(BOSTOCK, 2005). Este autor afirma que o AS tem a capacidade de blindar, com diferentes
afinidades, a transicdo de metais (heme e ndo heme) em proteinas, contribuindo assim nos
efeitos sobre a atividade enzimética.

A elevacdo do 4cido cinamico pode formar a cumaril-CoA que, em presenca de
malonil-CoA, forma um complexo que é disputado por duas enzimas: a chalcona sintase e a
estilbeno sintase. Esta tdltima enzima € codificada pelo gene vst/, que € sensivel ao ozo6nio e

ao etileno, formando o trans-resveratrol (GRIMMING et al., 2002).
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Figura 7 - Esquema bioquimico dos principais processos envolvendo espécies reativas de oxigénio
induzidos por elicitores bidticos e abioticos (adaptado de CASSELLS; DOYLE, 2003;
GRIMMING et al., 2002; MITTLER, 2002; BOSTOCK, 2005; JOO et al., 2005; TAIZ;
ZEIGER, 2005).
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1.2.3 Jasmonato na indugdo de resisténcia sistémica

Outro mecanismo de defesa é a inducdo de resisténcia sistémica (IRS) que € um
fendmeno caracterizado por um aumento do nivel de resisténcia mediada pelo jasmonato.
Inicialmente, os estudos sobre jasmonato restringiam-se sobre o papel no crescimento e
desenvolvimento de plantas. Posteriormente, os estudos demonstraram que o jasmonato
aumenta a expressao de genes envolvidos na defesa vegetal. Atualmente as pesquisas buscam
esclarecer a funcdo destas substidncias como moléculas sinalizadoras (PEREZ et al., 1997).
Assim, o jasmonato induzido por proteinas (JIPs) foram detectados em todas as espécies
testadas até agora, e diferentes hipéteses para o papel do MeJA, no mecanismo de defesa
contra ferimentos, foram propostos (PENA-CORTES et al., 1996).

THORPE et al. (2007) demonstraram que o jasmonato move-se rapidamente por toda
planta, tanto pelo xilema quanto pelo floema. Esta observacdo foi possivel, pois utilizaram
moléculas de 4cido jasménico, marcadas por radio isétopos (''C) no radical metil e detectados
por cintilacdo na tomografia de emiss@o positronica (PET). Estes autores acreditam que o
metil jasmonato (MeJA), possivelmente, utilize os transportadores de sacarose, distribuindo-
se mais rapidamente que os fotoassimilados, além de poder tramitar entre floema e xilema
devido a volatilidade do MeJA. Isto aponta evidéncias de que o jasmonato pode ser um
sinalizador na indugdo de resisténcia sist€mica. Outra fungdo do metil jasmonato seria mediar
resposta ao estresse por refrigeracdo e que a sua aplicacio poderia reduzir os danos em plantas
sensiveis ao frio (PEREZ et al., 1997).

A inducdo de resisténcia sistémica a patégenos tem como sinalizador o jasmonato em
conjunto com o etileno e ndo com o 4cido salicilico (PIETERSE et al., 1998). ISR é uma
resisténcia contra os agentes patogénicos que se desenvolve na planta principalmente como
resultado da colonizagdo na raiz por certas rizobacterias (HAMMERSCHMIDT, 1999).
Assim, como a RAS, ISR é de amplo espectro, na medida em que protege contra vdarias
bactérias, virus, fungos, nematdides e patdgenos. A indugdo de resisténcia sistémica tem sido
demonstrada em muitas espécies vegetais. Estudos com mutantes de Arabidopsis, até agora,
indicam que os precursores de ISR e SAR sdo distintos, mas convergem ao mesmo ponto de
regulacdo transcripcional NPR1 (Nao-expressor de Proteinas de Resisténcia) (BOSTOCK,
2005). A ISR tem como precursor o 4cido linoléico, que é liberado da membrana celular, e
que ativa a via octadecandide até a formagao do dcido jasmoénico (CONCONI et al., 1996). Ja

a SAR depende da fosforilagdo protéica de receptores de membrana, ou do extravasamento de
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Ca™ no citopalma. Estas duas vias ativam a FAL até a formacdo do 4cido salicilico

(CASSELLS; DOYLE, 2003).

1.2.4 Quitosana

A quitina, denominag@o usual para o polimero B-(1-4) 2-acetamido-2-deoxi-D-glicose
(N-acetilglicosamina), é o precursor direto da quitosana (figura 8). A quitosana é, portanto,
um biopolimero do tipo polissacarideo de alto peso molecular, classificada como uma
poliamina. Possui uma estrutura molecular quimicamente similar a celulose, diferenciando-
se somente nos grupos funcionais. Grupos hidroxila (OH) estdo dispostos na estrutura geral
do carboidrato para a celulose e grupos amino (NH,) para a quitosana. E solivel em meio
acido diluido, formando um polimero catidénico, com a protonag¢do do grupo amino, que
confere propriedades especiais diferenciadas em relacdo as fibras vegetais. Podem ser
biodegradadas através do “ciclo da quitina” com as enzimas hidroliticas: lisoenzima (EC
3.2.1.17), quitinase (EC 3.2.1.14), quitina desacetilase e quitosanase. Estas sdo largamente

distribuidas nos tecidos e fluidos corporais dos animais e plantas, e também no solo.

A quitosana atua diretamente sobre o patdgeno como fungistético e fungicida, ou pode
exercer o papel de elicitor, ativando vérias respostas de defesa no tecido vegetal. A quitosana
apresenta acdo fungistdtica em varios estadios de desenvolvimento dos patégenos, afetando o
crescimento micelial e a morfologia dos conidios, em diferentes fungos, inclusive de B.

cinerea (CAMILI et al., 2007).
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Figura 8 - Comparacao das estruturas moleculares da celulose e da quitosana.

A parede celular de fungos, patogé€nicos ou ndo, tem em sua composi¢do a quitosana,

sendo indicado como elicitor ativo em paredes celulares, levando a percepcao e transducao de
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sinais externos para defesa (AGRAWAL et al., 2002). Sendo um elicitor, a quitosana estimula
diversos mecanismos de ag¢do na planta como: o acimulo de quitinase, sintese de inibidores de
proteinase, lignificagao, inducio de calose e apoptose (PASCHOLATTI; LEITE, 1995; IRITI
et al., 2006). Ela induz também a atividade da fenilalanina amonialiase, a produgdo de
fitoalexinas e per6xido de hidrogénio (AGRAWAL et al., 2002). A quitosana pode ligar-se a
pectina nos frutos, interferindo na atividade de poligalacturonases secretadas por fungos, além
de intensificar e regular a producdo de celulose no hospedeiro. Também causa severos danos

citolégicos no micélio do patégeno (GHAOUTH et al., 1997).

1.2.5. Ozobnio

O ozdnio € considerado um gis poluente que causa estresse oxidativo nos tecidos das
plantas, mas este estresse ainda ndo estd bem elucidado. O o0zo6nio (O3) € uma molécula
altamente energética que libera oxigénio singleto (Y2 O,). A sensibilidade ao ozodnio é
diferente entre as diversas espécies e até mesmo cultivares. O oz6nio penetra nos tecidos
vegetais através dos estdmatos e seu primeiro contato € com o fluido do apoplasto. Em meio
aquoso, o O3 produz H,0O; e, subseqiientemente, OH’, através da reacdo de Haber-Weiss
(MANO, 2002). Alternativamente, Oz pode produzir OH" por reducdo. O 4cido ascorbico,
presente no apoplasto, é a primeira barreira de defesa, reduzindo a concentragio de OH
(ZENG et al. 2000), mas a regeneragdo do dcido ascorbico ainda ndo € conhecida.

As células-guarda contam com uma série de proteinas que sinalizam o estresse e entre
elas encontram-se as proteinas G, que sdo subdividas em trés fra¢des a, B € y. O papel destas
proteinas G e das ERO, esta relacionada a sinalizacdo da resposta ao estresse oxidativo. Esta
resposta, complexa e pouco conhecida, € mediada pelo 4cido abscisico (ABA). A oxidacdo na
superficie da célula (figura 9) ativa, direta ou indiretamente, a proteina G heterotrimérica, que
ativa, por sua vez, a producdo de ERO em diferentes compartimentos celulares (JOO et al.,
2005). As ERO, produzidas na superficie da célula por NADPH oxidases, vinculadas a
membrana, atuam sobre os canais cdlcio da membrana plasmatica da célula-guarda (KWAK
et al., 2006) e podem estimular a produg@o de ERO em células adjacentes. Assim, a ERO, na
superficie celular, tanto influencia na retro-alimentacdo quanto no estado fisiolégico da
célula-guarda e serve como um sinal intercelular. O cloroplasto influencia a producido de ERO

na superficie da célula e também, na producdo de sinal intercelular (JOO et al., 2005).
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Figura 9 - Diagrama da sinalizacdo de ERO nos tecidos epidérmicos da folha expostos ao Os.
A) Estresse oxidativo ativa a proteina G sinalizando a membrana da célula guarda e cloroplastos.
Ascorbato suprime a acumulacio das primeiras espécies de O; oxidativo, DCMU (3-(3,4-
diclorofenil)-1,1-dimetilureia) - inibe a cadeia transportadora de elétrons no cloroplasto. (B) O
diagrama mostra a propagacdo de sinal no inicio do estresse oxidativo. Ativacio de NADPH
oxidases vinculadas 4 membrana (AtrbohD e AtrbohF) (JOO et al., 2005).

Sem esta primeira defesa, o 0zonio decompde a parede celular e a plasmalema e ativa
espécies reativas de oxigénio que, por sua vez, sinalizam a resposta de defesa geralmente
levando a resposta de hipersensibilidade e morte celular (LANGEBARTLES et al., 2002).
Esta resposta pode ser mediada pelo etileno, dcido salicilico e jasmonato, que atuam como
mensageiros adicionais na expressdo do gene ozdénio-induzido (RAO et al., 2000). O estresse
oxidativo estimula a FAL, desencadeando a formacdo de polifendis e posterior oxidacdo
destes, enzimaticamente através da polifenoloxidase ou nédo, conferindo uma coloragio parda
(CASSELLS; DOYLE, 2003; SALTVEIT, 2000). O ozénio parece estimular diretamente o
gene Vstl (figura 10); ja o etileno estd envolvido indiretamente na indugdo dos estilbenos
(GRIMMING et al., 2002). A expressdao do gene ozdnio-induzido pode ocorrer tanto por via

etileno-dependente como por outra via independente do etileno (GRIMMING et al., 2003).
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Figura 10 - Subestrutura do gene promotor VstI. As regides responsaveis pelo ozonio,
patégeno e etileno estio indicadas, assim como os valores de inducao
(GRIMMIG et al., 2002).
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O ozo6nio estd envolvido em interagdes com outras respostas fisiologicas ao estresse.
Este fendmeno tem sido denominado como indugdo cruzada (cross-induction)
(LANGEBARTLES et al., 2002). Isto explica o fato de que muitos estudos encontram as
mesmas vias de sinalizagc@o para estresses diferentes. Deste modo, o uso de elicitores abidticos
confere resisténcia contra patégenos. Um exemplo claro desta inducdo cruzada sao as
interagdes ocorridas entre o ozonio e a irradiagdo UV-B (figura 11). Estes elicitores ativam
moléculas sinalizadoras como o etileno, peréxido de hidrogénio, produtos da via de

lipogenase, jasmonato e salicilato, que também estio relacionadas a defesa contra patégenos.
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Figura 11 - Interferéncia do ozonio e UV-B (LANGEBARTLES et al., 2002). Nomenclatura:
ACC (acido 1-aminociclopropano-1-carboxilico), LOOH (lipoxigenases) e PR
(proteinas relacionadas a patogénese).

1.2.6. Luz ultravioleta

O aumento do fluxo de radiacdo ultravioleta sobre a superficie terrestre é conseqiiéncia
da deplecdo do ozbnio da estratosfera. As plantas, durante o crescimento e o
desenvolvimento, utilizam muitas familias de fotoreceptores, sendo capazes de captar fétons
na regido visivel do espectro eletromagnético (400 a 780 nm). Os comprimentos de ondas de
100 a 400 nm formam a radiagdo ultravioleta (UV), que foi subdividida em comprimentos de

ondas de acordo com as caracteristicas dos danos biologicos: UV-A (315-400 nm), UV-B
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(280-315 nm) e UV-C (100-280 nm). As plantas utilizam a radiacdo UV-A e UV-B para
regular adaptagdes a insolacio e ao fotoperiodo (TAIZ; ZEIGER, 2004).

Estudos cléssicos de fotobiologia demonstraram que as plantas sdo mais sensiveis a
luz UV-B, UV-A/azul, luz vermelha (650-680 nm) e luz vermelho-distante (710-740 nm)
(CHEN et al., 2004). Existem duas familias de receptores UV-A/ azul, as fototropinas e as
cripototropinas bem estudadas. Uma terceira familia (FKF1) de receptores da luz azul foi
descoberta (IMAIZUMI et al., 2003).

Os efeitos deletérios da irradiacio UV-B em plantas tem sido estudada
extensivamente. Os danos causados pela UV-B no fotosistema II envolve o
desemparelhamento de elétrons na cadeia transportadora de elétrons e dano estrutural nas
proteinas do centro de reacdo, sendo iniciado pela proteina D1 (PERL-TREVES; PERL,
2002). Porém, a luz UV-B estd também relacionada a regulacdes fisiolégicas como a inibi¢ao
da elongacdo de cotilédones (TAIZ; ZEIGER, 2004). O fotoreceptor para UV-B §é
desconhecido e também ndo é ativado por fototropinas, criptocromos ou fitocromos. Sao
necessarios dois genes, um deles é o ULI13, que codifica proteinas de funcdo desconhecida.
Este gene € requerido apenas para irradiagdo UV-B. O segundo gene é HYS, que € requerido
para todas as irradiagdes (CHEN et al., 2004).

A radiacio UV-B induz acimulo de enzimas antioxidantes como a SOD. A
iluminagdo com UV-B sobre membranas isoladas do tilacéide produzem radicais livres (OH
e ROOR), mas ndo formam oxigénio singleto (PERL-TREVES; PERL, 2002).

LANGCAKE; PRICE (1977) acreditavam que o DNA era um fotoreceptor para
resposta abidtica. Em seu estudo fizeram uma varredura com irradiagdes UV em uvas e
determinaram que o pico maximo de produgdo de resveratrol se d4 em torno de 260-270nm. A
alta producdo de resveratrol, neste comprimento de onda, € confirmada em vdrios trabalhos
(ADRIAN et al., 2000; CANTOS et al., 2000; SAUTTER, 2003; GONZALEZ-BARRIO et
al., 2006). Porém, esta teoria de que o DNA seja o fotoreceptor ndo foi comprovada por
outros autores. A teoria mais aceita, baseada na RAS, é de que a irradiacio UV-C gere
espécies reativas de oxigénio e estas iniciem a resposta de defesa, induzindo a rota dos
fenilpropandides (MITTLER, 2002), além do fluxo de ions de cédlcio (CASSELLS; DOYLE,
2003) e, possivelmente, indugdo dos estilbenos (ainda ndo comprovada).

CONCONI et al. (1996) propuseram outro mecanismo de acdo, baseada na IRS, com
irradiacdo UV-C em tomate. Estes autores observaram que, entre as radiagdes ultravioleta,
apenas a radiacdo UV-C ¢é capaz de causar dano ao DNA e também causar ruptura da

membrana celular, liberando o 4cido linoléico, que desencadeia a rota do dcido octadecandide,
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sintetizando o jasmonato e, por fim, ativando os genes de defesa. Tanto a radiacio UV-C
quanto a UV-B s@o capazes de ativar os genes inibidores de proteinases. Apenas a UV-B
estimula a sintese de proteinas PR1a, PR3a e PR3. Estes autores propuseram entdo que a
ativacdo do sistema de defesa seria acionada pelo dano do DNA ou pela ativacio das lipases
ou pela perturbacdo da membrana celular. Esta conclusdo aproxima-se da hipdtese de
LANGCAKE; PRICE (1977), porém ainda ndo relaciona o fato de que o DNA é o

fotoreceptor para os estilbenos.

1.2.7 Fosfito

O fosfito P,Os (pentéxido de fosforo) tem sido relacionado ao aumento da zona
bloqueadora da necrose, rdpida mudanga citoldgica através da migragdo nuclear, deposicao de
papila e aumento da resposta de hipersensibilidade levando & morte celular (GUEST;
GARNT, 1991). No hospedeiro, também ocorre a biossintese de etileno, aumento da
respiracdo, ativacdo da fenilalanina amonialiase, lignificacdo e ativacdo do metabolismo das
pentoses-fosfato. Entre as fitoalexinas encontram-se sesquiterpendides em tabaco e fendis que
ndo sdo definidos (GUEST; GARNT, 1991). Ja em feijdo-fradinho (Vigna unguiculata),
experimentos com fosfanato demonstram o acimulo de fitoalexinas como kievitone e
faseolidina em plantas infectadas (SAINDRENAN er al, 1990). JACKSON et al. (2000),
estudando eucalipto, ndo observaram mudancas significativas em duas enzimas-chave da
sintese de diversos fendis simples (4-coumarato CoA ligase [4-CL], cinamil dalcool
desidrogenase [CAD]), mas observaram que, quando a concentragdo de fosfito € alta, o modo
de acdo € direta sobre o fungo, e que, quando a concentragdo é baixa, a planta tem um
incremento em sua resisténcia natural. Até o momento, ndo ha relatos do uso de fosfito como

elicitor de resveratrol.

1.3. Resveratrol

Os estudos sobre resveratrol iniciaram nos anos 70. O primeiro relato sobre resveratrol
foi na Unido das Republicas Socialistas Soviéticas em 1972, em cascas de Pinus sibirica

(TYUKAVKINA et al.,1972). Em 1976, LANGCAKE e PRYCE avaliaram pela primeira vez

a presenca do isdmero trans-resveratrol em Vitis vinifera e outros membros da familia
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Vitaceae. Em 1977, esses mesmos autores sintetizaram in vitro o €-viniferin, que € o primeiro
dimero da familia dos estilbenos, e ,dois anos, depois identificaram o trans-pteroestilbeno
(glucosideo de resveratrol).

Mais tarde, nos anos 80, foram iniciadas algumas pesquisas sobre efeitos bioldgicos
do resveratrol, e s6 em meados dos anos 90 os estudos sobre resveratrol tornaram-se mais
freqiientes devido ao “paradoxo francés”, que direcionou o foco das pesquisas para a sadde.
Este paradoxo deve-se ao fato dos franceses, mesmo ingerindo uma dieta rica em lipidios,
apresentarem uma baixa incidéncia de doengas cardio-circulatdrias, isto sendo explicado pelo
consumo regular de vinho (RENAUD; LORGERIL, 1992). Atribui-se aos polifenéis, em

especial ao resveratrol, a capacidade de reduzir as lipoproteinas sangiiineas.

O resveratrol € uma fitoalexina da familia dos estilbenos presente nas plantas. A
uva possui concentragdes elevadas de polifendis e, em especial, de resveratrol (MELZOCH et
al., 2001). Também ha relatos da presenca de resveratrol em eucalipto, amendoim e amora
(HILLIS et al, 1974; BURNS et al, 2002). Sua composi¢do quimica é 3,5,4’-
trihiroxiestilbeno e possui dois isdmeros opticos cis-resveratrol e trans-resveratrol (Figura
12). O trans-resveratrol € a forma mais comumente encontrada, mas também pode estar ligada
a uma molécula de acicar formando um glucosideo ou polimerizado. A forma trans-

resveratrol € fotossensivel, sendo transformada em cis-resveratrol (MELZOCH et al., 2001).
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Figura 12 - Estrutura de estilbenos: isomeros trans- e cis-resveratrol, glucosideo, dimero e trimero de
resveratrol.
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A biossintese do trans-resveratrol parte de uma molécula de p-cumaril-CoA e trés
moléculas de malonil-CoA, formando uma molécula instavel que pode formar chalcona ou
resveratrol em presenca das enzimas chalcona sintetase e estilbeno sintetase, respectivamente
(figura?7).

A uva sintetiza o resveratrol como resposta a desordem metabdlica causada através de
agressdes a sua casca, como danos mecanicos, irradiacdo ultravioleta (LANGCAKE; PRICE,
1977; CANTOS et al., 2000), ozobnio, etileno (GRIMMIG et al., 2002) cloridrato de aluminio
(ADRIAN et al.,, 1996) e ataque de patdgenos fiungicos, em especial Botrytis cinerea
(JEANDET et al., 1995) e Plasmopora viticola LANGCAKE, 1981; DAI et al., 1995).

A caracteristica de fitoalexina foi estabelecida por LANGCAKE (1981), que estudou a
resisténcia de videiras inoculadas com Botrytis cinerea (mofo cinza) e Plasmopora viticola
(mildio), e constatou que, no local infectado, havia aumentado a concentracdo de €-viniferin,
a-viniferin e pteroestilbeno, sugerindo que estes estilbenos sdo responsdveis pela resisténcia
da videira. Porém, a infeccdo por Botrytis cinerea é necessiria para aumentar a concentragao
de resveratrol, mas uma contaminagdo excessiva por Botrytis diminui consideravelmente esta
fitoalexina (JEANDET ef al., 1995). Particularmente, este patégeno produz enzimas lacase e
estilbeno oxidase, que metabolizam o trans-resveratrol, degradando a trans-resveratrol
dehidrodimero (BREUIL et al., 1998).

DATI er al. (1995) constataram que espécies de videiras de resisténcia intermedidria
(Vitis rupestris cv. Du lot), ap6s cinco dias de inoculagdo com o fungo Plasmopora viticola,
apresentaram dois compostos em suas folhas, uma fitoalexina (resveratrol) e uma enzima
(peroxidase). Estas foram detectadas ap6s oito dias da inoculag@o. A lignina formou-se no
tecido circulante da necrose apds quinze dias. Portanto, caracteriza-se uma resposta de
hipersensibilidade, desencadeada pela fosforilagdo protéica e aumento da permeabilidade de
membrana ao cdlcio. Possivelmente seja uma resposta sist€émica induzida pelo patégeno, pois
havia alta concentracdo de peroxidase e, portanto, esta ndo teria sido inibida pelo 4cido

salicilico.

1.3.1. Resveratrol na saude humana

O interesse pelo estudo do resveratrol na satide deve-se ao fato de que ele participa de
muitas atividades bioquimicas de interesse para a qualidade de vida, assim como para a

longevidade. A “Teoria dos Radicais Livres” propde que estes radicais favorecem o actimulo
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de efeitos prejudiciais a diversos tecidos, conduzindo a alteracdes associadas a idade
(TUNON; JIMENEZ, 2002). Consideram-se radicais livres quaisquer espécies quimicas que
contenham um ou mais elétrons desemparelhados, podendo ser produtos de oxidaco lipidica,
compostos nitrogenados, entre outros, mas principalmente as espécies reativas de oxigénio.

Os polifenéis, assim como o resveratrol, sdo moléculas estranhas ao metabolismo
animal e, portanto, seguem a rota dos xenobidticos. A biodisponibilidade do resveratrol ndo é
clara, mas possivelmente, como os outros polifendis de baixo peso molecular, o resveratrol
pode ser absorvido de forma passiva quando na forma aglicona, permeando pela plasmalema
das células do intestino delgado (MANACH et al., 2004). Quando o resveratrol é glicolisado
(trans-pteroestilbeno), ele pode ser metabolizado pela flora intestinal, liberando a aglicona
para absorcdo passiva, ou pode ser absorvido de modo ativo através de transportadores de
glicose (KUHNLE et al., 2000) e logo em seguida desglicolisado. A velocidade de absor¢ao é
diretamente proporcional ao acticar ao qual encontra-se ligado; por exemplo: a glicose tem
alta absor¢do, enquanto que a ramnose tem baixa ou nenhuma absorcio (MANACH et al.,
2004). Logo ap6s a absorcao os polifendis de baixo peso molecular sdo metilados no intestino
para eliminagfo via urindria ou sdo conduzidos a corrente circulatéria onde sio associados a
albumina (PIMENTEL et al, 2005). Quando ligados a albumina, seguem pela corrente
circulatdria até o momento no qual o pH diminui, caracteristica de processos inflamatorios ou
carcinogénicos, e sdo entdo liberados para acdo bioldgica. Os tecidos alvo sdo geralmente:
cérebro, prostata, ovarios, mamas, figado, rins e sistema cardiovascular (MANACH et al.
2004).

Quando os polifendis (resveratrol) permanecem ligados a albumina seguem entio para
o figado, onde podem ser sulfonados ou glucoronizados (também no reticulo endoplasmatico
em vdrios tecidos) para eliminacgdo via biliar, retornando ao intestino delgado. Nesse processo,
ocorre um ciclo de absor¢cdo e re-absorcdo, aumentando o tempo de permanéncia no
organismo (PIMENTEL et al., 2005). Os polifendis totais, presentes nos frutos, sdo os tinicos
antioxidantes que estdo presentes no intestino grosso, pois a vitamina C, B-caroteno, entre
outros antioxidantes sdo absorvidos ou oxidados ainda no intestino delgado. Portanto, o
cancer de reto é combatido principalmente pelos polifendis totais, entre eles o resveratrol
(MANACH et al., 2004).

O resveratrol € um potente inibidor enzimdtico seletivo, atuando sobre a lipoxigenase
que possui duas atividades independentes: a dioxigenase (induz da oxidagdo) e a
hidroperoxidase (detoxificacdo de xenobidticos). Ele inibe apenas a atividade dioxigenase,

mas nao a atividade hidroperoxidase (PINTO et al., 1999). E também tem efeito sinérgico
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quando o resveratrol € associado a outros antioxidantes, como a vitamina C e/ou a vitamina E
(CHANVITAYAPONGS et al., 1997) além de proteger o LDL humano in vitro (JIANGANG
et al., 2000).

O resveratrol possui atividade antiinflamatoria, pois inibe a transcri¢do e atividade da
ciclooxigenase, tanto a ciclooxigenase 1 (COX-1) como a ciclooxigenase 2 (COX-2)
(SUBBARAMAIAH et al., 1998). Esta enzima catalisa a via oxidativa que parte do acido
linoléico, formando 4cido araquidonico e interrompendo a producdo de prostaglandinas, que
sdo substdncias pré-inflamatdrias. A ciclooxigenase também estd envolvida na rota de
formacdo das tromboxinas, portanto, se o resveratrol inibe esta enzima, ndo ocorre agregacao
plaquetdria e conseqiientemente ele atua como anticoagulante (JANG; PEZZUTO, 1998).

Resveratrol também pode estimular canais de potassio em células do endotélio
vascular. O estimulo desses canais de potéssio pelo resveratrol, através do Ca*’, pode ser
responsavel pelo seu efeito sobre as atividades funcionais de células endoteliais, promovendo
a vasorelaxacdo e, consequentemente, controlando a pressao arterial (LI et al., 2000).

O resveratrol € um potente antagonista ativo do estrogénio nas concentragdes de 10-
1000umol kg e atua de modo similar ao estrogénio na expressio do fator estabilizante do
RNAm regulador de estrogénio (E-RmRNASF) (RATNA; SIMONELLI, 2002). Deste modo,
pode ser administrado concomitantemente para reduzir os niveis de estrogénio administrados
ap6s a menopausa. Entretanto, MIZUTANI ez al. (2000) afirmam que o resveratrol poderia
conferir efeito cardioprotetor no sistema cardiovascular e, por isto, ser clinicamente til como
um substituto para o estrogénio na prevencdo de doencas cardiovasculares. Este estilbeno é
um agonista parcial (mimetiza parcialmente os efeitos no sitio de ligacdo) do receptor do
estrogénio (ER), mas atua como antagonista do ER na presenca de estrogénio, levando a
inibicdo do crescimento de células de cancer de mama (LLU; SERRERO, 1999).

RATNA; SIMONELLI (2002) relatam também que o resveratrol inibe a proliferacio
de células tumorais, possivelmente por inibir a enzima ribonucleotideo redutase e a sintese de
DNA nas células cancerigenas. Além disso, o resveratrol inibe a proteina C quinase, que € um
mediador chave na promocdo dos tumores, atuando como quimiopreventivo (STEWART et
al., 2000). O crescimento do tumor de coOlon ¢é inibido por 25uM de resveratrol
(SCHENEIDER et al., 2000).

O resveratrol é um indutor de apoptose em células de leucemia promielocitica (SURH
et al., 1999). FEle interage sinergicamente com outros fendis como o dcido eldgico e a
quercetina (MERTENS-TALCOTT; PERCIVAL, 2005). Desta maneira, estes fendis podem

intervir na redu¢do da leucemia, quando instalada.
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Os estudos toxicolégicos comprovam que o resveratrol € genotdxico in vitro,
induzindo a toxicidade celular, micronucléica e interferindo na mitose em células de linfoma
de camundongos (SCHMITT et al., 2002). Estes autores sugerem, ainda, estudos
toxicoldgicos para investigacdo em modelos em animais, para determinar o risco potencial
para humanos.

A alimentagdo rica em carboidratos e pouco exercicio fisico contribuem para a
insensibilidade a insulina, ganho de peso e, consequentemente, problemas cardiacos e
hepéticos. Nos mamiferos, existem 7 genes SIRT que regulam o metabolismo da glicose e a
producdo de insulina. Um estudo promissor com camundongos (BAUR et al., 2006) revelou
que o resveratrol é capaz de reduzir o ganho de peso e aumentar o tempo de vida. O
resveratrol estimula, através dos genes SIRT, um aumento da sensibilidade & insulina e
diminuicdo do fator 1 de crescimento por insulina (IGF-1). Incrementa a atividade da proteina
AMP kinase (AMPK) e também o proliferador ativador de receptores y e coativador 1o (PGC
la), ocorrendo um aumento no nimero de mitocondrias, e por fim, restabelece a funcio
motora.

Recentemente, ROBB et al. (2008), estudando a ag¢do do trans-resveratrol sobre as
enzimas antioxidantes em cultura de células humanas (linhagem MRC-5), observaram que o
resveratrol ndo tem acfo sobre a glutationa, catalase, ascorbato peroxidase e superdxido
dismutase cuprica. Porém, atua sobre a superéxido dismutase Mn mitocondrial (MnSOD). Em
duas semanas de incubagdo, o resveratrol estimulou a expressdo da enzima MnSOD em 6
vezes e aumentou a atividade enzimatica em 14 vezes. Este fato € importante, pois a principal

fonte geradora de ERO em animais é a mitocondria, assim como nos frutos em pés-colheita.
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CAPITULO 2

Sintese de resveratrol em frutos de clima temperado em sistemas de armazenamento

refrigerado e atmosfera controlada

Synthesis of resveratrol in temperate climate fruit in system of
cold storage and controlled atmosphere

Claudia Kaehler Sautterl, Anderson Weber2, Elizandra Pivotto Pavanello® , Vanderlei Both4,

Luisa Helena Rychecki Hecktheuer® Carlos Augusto Mallmann®, Auri Brackmann’

Resumo

Este trabalho objetivou determinar trans-resveratrol (trans-3,5,4’-trihidroxiestilbeno),
polifendis totais e antocianinas totais em frutos de clima temperado. Determinou-se no
momento da colheita em morangos ‘Araza’ e ‘Yvahe’, amora (Morus nigra) e magd ‘Galaxi’.
Avaliaram-se as concentragdes durante o armazenamento em mirtilo ‘Bleugem’, kiwi
‘Bruno’; caqui ‘Fuyu’; macgas ‘Gala’ e ‘Fuji’; uvas ‘Isabel’, ‘Merlot’ e ‘Nidgara Rosada’. O
periodo de armazenamento refrigerado (AR) a 0,5°C foi de sete semanas para mirtilo, dois
meses para kiwi e de trés meses para caqui. As uvas foram armazenadas em AR a -0,5°C por
seis semanas. A maca ‘Gala’ foi armazenada em atmosfera controlada (AC) com 1,5kPa de
0, e 2,5kPa de CO; a 0,5°C por oito meses, € a maca ‘Fuji’ em AC com 1,0kPa de O, e < 0,5
kPa de CO; a -0,5°C por sete meses. Apds os armazenamentos (AR e AC) os frutos
permaneceram cinco dias a 20°C. Detectou-se trans-resveratrol em polpa de kiwi (54,7ug
100g'1), morangos ‘Araza’(125,3pg IOOg’l) e ‘Yvahe’(126,2pug 100g’1), em amora nas folhas
(127,3pg 100g"'de massa fresca) e no fruto (123,0pg 100g™ de polpa). Em magis ‘Galaxi’,
‘Gala’ e ‘Fuji’ ocorre apenas na casca entre 112,4 a 133,0pug IOOg'l. O caqui ‘Fuyw’

apresentou tracos de trans-resveratrol na casca apenas na colheita. O armazenamento
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refrigerado estimulou a sintese de trans-resveratrol em mirtilo, uvas ‘Isabel’ e ‘Merlot’ mas
ndo estimulou em ‘Nidgara Rosada’. O teor de polifendis totais ndo foi alterado em magas
‘Gala’ e ‘Fuji’, caqui e uva ‘Isabel’ com AR, porém, elevou-se em mirtilo, uvas ‘Nidgara
Rosada’ e ‘Merlot’; e decaiu em kiwi ‘Bruno’ durante o armazenamento. O armazenamento
refrigerado também estimulou a biossintese de antocianinas totais em mirtilo.

Palavras-chave: trans-Resveratrol, Polifen6is, Antocianinas, Pos-Colheita.

Abstract

The objective of this paper was determine trans-resveratrol (trans-3,5,4'-trihydroxystilbene),
total polyphenols and total anthocyanins in fruits of temperate climate. It was determined at
the time of harvest in 'Araza’ and '"Yvahe' strawberries, mulberry (Morus nigra) in 'Galaxi'
apple. At the time of harvest they were determined in 'Bleugem' blueberry; 'Bruno’ kiwifruit;
'"Fuyu' persimmon; 'Gala' and 'Fuji' apples; 'Isabel’, 'Merlot' and Niagara Pink' grapes. The
period of cold storage (CS) at 0.5°C was seven weeks for blueberry, two months for kiwifruit
and three months for persimmon. The grapes were stored in CS at -0.5°C for six weeks. The
'Gala' apple has been stored in controlled atmosphere (CA) with 1.5kPa O, and 2.5kPa CO; at
0.5°C for eight months, and the 'Fuji' apple in CA with 1.0kPa O, and <0.5kPa CO; at -0.5°C
for seven months. After storage (CS and CA) the fruits remained five days shelf-life at 20°C.
It was detected trans-resveratrol in pulp, of kiwifruit (54.7ug IOOg'l), 'Araza’ (125.3ng IOOg'l)
and 'Yvahe' (126.2pug 100g™) strawberries, and in the leaves (127.3pug 100g” fresh weight)
and fruit (123.0pg 100g’1 in pulp) of blackberry. In 'Galaxi', 'Gala' and 'Fuji' apples it occurs
only in the skin between 112.4 to 133.0ng IOOg'l. The persimmon 'Fuyu' showed traces of
trans-resveratrol in the skin only at harvest. The cold storage stimulated the synthesis of trans-
resveratrol in blueberry, Tsabel' and 'Merlot' grape, but not stimulated in '‘Niagara Pink' grape.
The content of total polyphenols has not changed in 'Gala' and 'Fuji' apples, and persimmon
'Tsabel’ grape with CS, however, raised up on blueberry, 'Niagara Pink' and 'Merlot' grapes,
and occurred loss in 'Bruno' kiwifruit during storage. The cold storage also stimulated
biosynthesis of total anthocyanins in blueberry.

Key words: trans-Resveratrol, Polyphenols, Anthocyanins, Post-Harvest.
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2.1. Introducao

Nos ultimos anos, tem-se dado grande importincia aos alimentos funcionais ou
alimentos nutracéuticos. Sao alimentos que t€m a capacidade de nutrir e também trazer um
beneficio fisioldgico ndo nutricional. A dieta mediterrinea rica em frutas, verduras e vinhos
tem sido mencionada como mais sauddvel. Um fator importante desta dieta € a capacidade
antioxidante proporcionada, principalmente, pelos polifendis. Quimicamente, os fendis
possuem um anel benzénico (fendis simples) ou dois ou mais anéis benz€nicos (polifendis)
com hidroxilas que sdo capazes de doarem o préton H em presenca de radicais livres como
OH’, e estabilizar o oxigénio através de ressonancia no anel benzénico. Desta forma, todos os
polifenéis atuam como antioxidantes (ARAUJO, 2004). Mas a distribui¢io espacial das
hidroxilas de alguns polifendis ativa ou inibe sitios de ligacdo em células animais, tornando-se
entdo compostos com agdo farmacoldgica especifica (substincia nutracéutica). Entre estes
compostos encontra-se o resveratrol, metabdlito secundirio que tem a funcio de defesa na
planta (LANGCAKE, 1981). Portanto, é uma fitoalexina produzida por diversas plantas como
Kojo-kon (Polygonum cuspidatum), Kashuwu (Polygonum multiflorum), eucalipto,
amendoim, amora e também estd presente em uvas (Vitis vinifera e Vitis labrusca) (HILLIS et
al., 1974; LANGCAKE et al., 1979; MELZOCH et al., 2001; BURNS et al., 2002;). Na uva,
esta fitoalexina € sintetizada na casca como resposta ao estresse causado por elicitores como
ataque fungico (Botrytis cinerea, Plasmopora viticola), dano mecanico, agentes quimicos ou e
irradiacdo de luz ultravioleta.

O resveratrol € sintetizado na planta sob duas formas isdmeras: trans-resveratrol
(trans-3,5,4’-trihidroxiestilbeno) e cis-resveratrol (cis-3,5,4 -trihidroxiestilbeno), ver Figura
1. Os estudos concentram-se sobre o isdmero trans-resveratrol que, por sua conformacio
espacial, pode ativar portdes de cdlcio em vasos sangiiineos, desencadeando a vaso-relaxacao,

diminuindo a pressao arterial (LI et al., 2000).

HO __
R,

O \ O OH

HO OH OH

Trans-Resveratrol Cis-Resveratrol

Figura 1 - Estrutura quimica dos isdmeros trans-resveratrol e cis-resveratrol.
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A biodisponibilidade ndo foi ainda bem elucidada, mas os polifendis de baixo peso
molecular, como o resveratrol, podem ser absorvidos de modo passivo, permeando a
membrana plasmdtica das células do intestino delgado. Quando o resveratrol apresenta-se
ligado a um agudcar (glicosilado), pode ser absorvido de forma ativa, utilizando
transportadores de acticares no intestino delgado, assim como os glucosidios de flavonéides.
Os polifendis, quando absorvidos, entram na rota dos xenobidticos para rapida eliminagdo via
urindria ou hepdtica, ou podem ser ligados a proteinas plasmadticas e assim distribuidos na
corrente sangiiinea (MANACH et al., 2004). O resveratrol tem atividade antioxidante, como
os demais polifendis, mas, como nutracéutico, inibe especificamente a atividade dioxigenase
da lipoxigenase (PINTO et al, 1999). Devido a disposi¢do espacial das hidroxilas, o
resveratrol também atua de modo similar ao estrogénio e pode substituir parcialmente este
horménio nos tratamentos pds-menopausa (RATNA; SIMONELLI, 2002). A atividade
antiinflamatdria do resveratrol é explicada pela inibicdo da transcri¢do e da atividade da
ciclooxigenase (COX-1 e COX-2), inibindo também a sintese de tromboxinas, portanto
atuando como anticoagulante. O resveratrol atua sobre o cancer de diversas maneiras, uma
destas € a inibi¢do da cascata do 4cido araquidOnico; esta rota metabdlica pode induzir a
génese de tumores (SUBBARAMAIAH et al, 1998). Outra via é pela inibi¢do da proteina C-
quinase, um mediador chave na promogéo dos tumores, acdo que poderia explicar o seu efeito
quimiopreventivo (Stewart et al., 2000). Estudos indicam que o resveratrol pode induzir a
apoptose (ZHOU et al., 2003), atuando como um agente antiproliferativo de alguns tipos de
tumores (RATNA; SIMONELLI, 2002; SCHNEIDER, 2000).

O resveratrol foi encontrado em algumas frutas como uva, mirtilo, agai, pistache e
morango (LANGCAKE et al, 1979; LYONS et al, 2003; SCHAUSS et al, 2006; GENTILE et
al, 2007; WANG et al, 2007). Porém, até o presente momento, ndo hé relatos da presenca de
resveratrol em outros frutos de grande consumo como a macgd, o caqui, o kiwi e também
pequenas frutas como a amora, tampouco sua conservagao nos frutos em pés-colheita.

O presente trabalho tem como objetivo avaliar a presenca de trans-resveratrol em
frutos de clima temperado e o comportamento da concentracdo durante o periodo de
armazenamento. Assim como a evolugdo dos polifendis totais e antocianinas totais nestes

frutos.
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2.2. Material e Métodos

2.2.1. Amostras e sistemas de armazenamento usados

Os frutos foram colhidos, selecionados quanto a sanidade, homogeneizados, pesados e
formadas as unidades experimentais sendo utilizado quatro repeticdes para cada espécie
frutifera. Os frutos foram armazenados em minicamaras, situadas dentro de uma cdmara
frigorifica, com temperatura e umidade relativa (> 90%), sob diferentes condi¢des e periodos,
de acordo com a exigéncia fisiol6gica de cada fruto. Junto as amostras foi colocado um pacote
com 500g de hidréxido de célcio (cal apagado), com a finalidade de absorver o didxido de
carbono formado pela respiracdo dos frutos e, com isso, manter baixa a concentracdo de CO,
no ambiente, exceto para maca cultivar Gala.

As uvas cultivares Merlot, Niagara Rosada e Isabel foram mantidas em
armazenamento refrigerado (AR) a -0,5°C por seis semanas, assim como o mirtilo cultivar
Bleugem em AR a 0,5°C por sete semanas. O kiwi cultivar Bruno e caqui cultivar Fuyu foram
conservados em AR por dois e trés meses, respectivamente, a temperatura de 0,5°C.

A macai cultivar Gala foi armazenada em atmosfera controlada (AC) com 1,5kPa de O,
+ 2,5kPa CO; a 0,5°C por oito meses e a maga cultivar Fuji em AC com 1,0kPa de O, e
<0,5kPa de CO; a -0,5°C por sete meses.

A maca cultivar Galaxi, morangos das cultivares ‘Yvahe’ (Gendtipo LBD 15.1) e
‘Araza’ (Gendtipo LBD 35.2) e a amora arborea (Morus nigra) foram analisados logo apds a

colheita.

222 Extracdo dos compostos fendlicos

As amostras para a determinagdo de trans-resveratrol, polifendis totais e antocianinas
totais em uvas, macds e caqui, foram preparadas seguindo os passos: pesagem do fruto,
retirada da casca, pesagem de 30g de cascas, adicdo de 90ml da dissolugcdo de etanol/acido
cloridrico/dgua na propor¢do de 70/1/30 (V/V/V) e homogeneizacdo em liquidificador a
87000rpm por 1 minuto com, e apds centrifugacio a 10.000g por 15 minutos.

As amostras para a determina¢do em amora, mirtilo, morango e kiwi foram preparadas

seguindo os passos: pesagem de 30g do fruto, adicdo de 90ml da dissolucdo de etanol/acido
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cloridrico/dgua na propor¢ao de 70/1/30 (V/V/V) mais 200ul de enzima pectiesterase (10U
ml™") e homogeneizacio em liquidificador a 87000rpm por 1 minuto. Incubagio em banho-
maria a 30°C por 2 horas, para despectinizacdo da polpa, centrifugacdo a 10.000g por 15
minutos e filtracdo do sobrenadante em gaze.

Somente as amostras destinadas para andlise de cromatografia liquida de alta
eficiéncia (CLAE) foram filtradas em membrana com poro de 0,22um e congeladas a -20°C
at¢ o momento de andlise. O padrdo empregado foi trans-resveratrol (trans-3, 5,4’-

trihidroxiestilbeno) adquirido da Sigma Chemical Co.

2.2.3. Métodos analiticos
2.2.3.1. Resveratrol

As analises foram feitas em um sistema hibrido de CLAE, utilizando bomba
INTRALAB (Modelo 5050), com detector de diodos DAD HP Series 1100 automatizado por
Agilent®, controlado com o programa CHEMSTATION Data System software. A coluna de
fase reversa foi Merck® Nucleosil, C18 (250mm . 4mm), tamanho de particula de Sgm, com
pré-coluna (10mm 5mm) de mesma composi¢do. A injecdo de 10, foi feita através do
injetor automatizado Agilent (Modelo Series 1100) e a coluna permaneceu aquecida a 30°C. O
método para trans-resveratrol foi com eluicio em condi¢gdes isocriticas com fase mdvel
dgua/acetonitrila (35:65), pH 2,5, ajustado com d4cido ortofosférico, o fluxo foi de 1,0ml
min' e a eluicdo foi monitorada a 306nm.

A identificacdo do trans-resveratrol foi baseada no tempo de retencio, sendo a pureza
do pico confirmada através do detector com arranjo de diodos (DAD). A quantificacdo do
trans-resveratrol foi feita por padronizagdo externa. A concentracdo de trans-resveratrol foi

expressa em g IOOg'l.

2.2.3.1.1. Validacdo do método cromatografico

Todas as andlises cromatograficas, incluindo a validacdo do método, foram feitas ao
abrigo da luz, a fim de evitar que o isdmero trans-resveratrol fosse convertido em cis-

resveratrol. Portanto, o estudo da estabilidade foi restringido a temperatura de bancada

(25°C), e armazenamento a -20°C, nos diversos tempos.
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O limite de detec¢do do trans-resveratrol foi obtido realizando-se dilui¢des gradativas
dos padrdes. Os testes de recuperagdo, limite de quantificacdo e exatiddo foram realizados
com adicdo dos padrdes sobre a matriz. A repetibilidade foi realizada em triplicata. A
reprodutibilidade foi feita através da andlise das variacdes didrias e em dias diferentes, das

dreas dos picos dos padrdes.

2.2.3.2. Polifendis totais

A concentracdo de polifendis totais foi determinada pelo método colorimétrico
(SINGLETON; ROSSI, 1965). Em tubo de ensaio, adicionou-se 200ul de amostra diluida
(1:10), em solugdo etanol/acido cloridrico/dgua na proporcdo de 70/1/30 (V/V/V), 1000ul de
reagente de Folin-Ciocalteu diluido (1:10) em dgua destilada e deionizada. Entre 3 segundos a
8 minutos adicionou-se 800ul de Na,COs 7,5%. Apos duas horas ao abrigo da luz, foi lida a
absorbancia a 765nm em espectrofotometro da marca Femto® modelo 600S (mono feixe). A
curva de calibragdo utilizou como padrio uma solucdo de d4cido gilico nas seguintes
concentragdes: 50, 100, 150, 250 e 500mg L. A concentragio de polifendis totais foi

expressa em mg 100g'1.

2.2.3.3. Antocianinas totais

A medida experimental de antocianinas totais foi realizada pela leitura da absorbancia,
sendo que este comprimento de onda é resultante de uma varredura entre os comprimentos de
400 a 600nm. As leituras foram feitas no comprimento de onda que resultou a maior
absorbincia para cada espécie de fruto, determinando a antocianina predominante. As
amostras foram diluidas com uma dissolug@o de etanol/acido cloridrico/dgua na proporcdo de
70/1/30 (V/V/V). A leitura foi feita em Espectrofotdmetro da marca Femto®, modelo 600S
(mono feixe), utilizando como branco a dgua e completando o volume com a dissolucéo
acima descrita. Os resultados foram obtidos para uvas e mirtilo (Ang = 535nm), utilizando um
coeficiente de extingdo molar (¢) de 19,9L cm'mol™, expressos em mg de malvidina L™
Magas (Amsx = 525nm), utilizando & 29,5L cm'lmol'l, expressos em mg de cianidina L'e
morangos e amora (Amg = 527nm), utilizando & 13,0L cm ' mol™, expressos em mg de
pelargonidina L' (DI STEFANO et al., 1989). Todas as concentracdes de antocianinas totais

foram convertidas para mg 100g™, segundo antocianina predominante.
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2.2.3.4.  Analise estatistica

Com o objetivo de verificar as diferencas nas concentracdes de polifendis totais,
antocianinas totais e trans-resveratrol, entre os diferentes periodos dos armazenamentos, foi
efetuada uma andlise da variancia, sendo as médias comparadas pelo teste de Tukey com 5%

de probabilidade de erro.

2.3 Resultados e discussao

No estudo da estabilidade, o isomero trans-resveratrol permaneceu estdvel nas
condicdes analiticas, tanto no padrido quanto nas amostras. Porém, quando o padrio do analito
trans-resveratrol foi armazenado a temperatura de bancada (25°C), num prazo de 24 horas ao
abrigo da luz, converteu-se parcialmente em cis-resveratrol, ocorrendo uma perda de 2,70%.
Esta conversdo ndo foi observada nas amostras fortificadas com diferentes concentragcdes do
padrdo, tanto no armazenamento a 25°C por 24 horas, quanto no final dos trabalhos. Este
resultado possivelmente seja explicado pela acdo antioxidante dos demais polifendis presentes
na matriz. Sob as condi¢cdes de armazenamento a —20°C ocorreu a mesma conversdo do
padréo, porém em 0,3% num prazo de 1 més.

A validagdo do método em cromatografia liquida de alta eficiéncia do analito trans-
resveratrol apresentou linearidade y=0,0296.x+0,405, e coeficiente de determinacdo de
0,9971. O limite de deteccio foi de 0,07ug L™ e de quantificacdo 1,58ug L. A recuperagio

do analito nas diversas matrizes, apresentou resultados satisfatérios (Tabela 1).

Tabela 1 - Recuperacao do analito trans-resveratrol em diversas matrizes.

Recuperacdo
Matriz Casca Polpa
Media (%) (n=3) C.V.(%) Media (%) (n=3) C.V.(%)
Amora (fruto) -— - 75,7 1,4
Amora (folha) -—- -—- 70,6 2,3
Kiwi ‘Bruno’ - -—- 97,7 5,9
Morango ‘Araza’ - - 81,9 5.5
Morango ‘Yvahe’ -— - 71,5 6,8
Mirtilo ‘Bleugem’ - - 80,5 5,0
Magca ‘Gala’ 98,8 5,6 68,6 10,3
Magca ‘Galaxi’ 98,6 5,6 95,1 6,4
Maca ‘Fuji’ 94,1 1,7 93,6 2,3
Caqui ‘Fuyw’ 96,4 9,3 69,0 9,5
Uva ‘Isabel’ 96,8 4.8 - -
Uva ‘Niagara rosada’ 95,9 5,0 - ---

Uva ‘Merlot’ 94,8 4,8 - -
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A amora (Morus nigra), quando madura, adquire uma coloracio escura tendendo ao
preto, nela as antocianinas predominantes sio a cianidina ligada a acucares (-3-soforosidio, -
3-glucosidio e -3-ruteosidio) e a perlagonidina (-3-glucosidio e -3-ruteosidio), que
caracteristicamente conferem a coloracdo vermelha (DUGO et al., 2001). Este resultado é
confirmado pelos resultados obtidos no presente trabalho: alta concentra¢do de antocianinas
totais (431,2 mg 100g™) (Tabela 2). O uso medicinal da amoreira envolve propriedades
laxativas, expectorantes, refrescantes e emolientes. Popularmente, o chd das folhas da
amoreira € utilizado para diminuir os efeitos climatéricos da menopausa. Este costume pode
estar relacionado pela presenca de trans-resveratrol, tanto nas folhas (127,3 pg IOOg'l) quanto
no fruto (123,0 pg IOOg'l), observado neste trabalho. O trans-resveratrol é um potente
antagonista ativo do estrogénio nas concentracdes de 10-1000 umol kg, além de atuar de
modo similar ao estrogénio. Deste modo, pode ser administrado concomitantemente com o
estrogénio, para reduzir os niveis deste hormdnio que € prescrito para menopausa (RATNA;

SIMONELLLI, 2002).

Tabela 2 - Contetdo de polifendis totais, antocianinas totais e trans-resveratrol em amora, kiwi, mirtilo e
morango em pés-colheita. Santa Maria, 2007.

Fruto Periodo de andlise Polifendis Antocianinas Resveratrol
totais totais -
(mg 100g)" " (mg 100gh)” (ng 100g™)
Amora ‘Preta’ Fruto ap6s a colheita 635,1 753" 4312 _#‘11,3(2’ 1230 #12
Folha ap6s a colheita 1169,4 £107.8 ND™ 1273 +42
Kiwi ‘Bruno’ Colheita 13274 a ND 54,7 a
Dois meses a 0,5°C mais, cinco dias a 20°C 7213 b ND 444 b
Mirtilo ‘Bleugem’  Colheita 11599 b 4038 bY nd "
Sete semanas a 0,5 °C, mais trés dias a 20°C ~ 1450,0 a 5850 a? 1302 #09
Morango ‘Araza’  Colheita 756,8 +33,0 1004 #55% 1253 #12
Morango ‘Yvahe’ Colheita 853,0 27,1 93,6 =*133¢ 1262 14
"Valores expressos em massa fresca de fruto. ) polifendis totais em mg de dcido gdlico.
" Média e desvio padrdo (n=4) @ Antocianinas Totais em mg de cianidina.
" Parametro Nao Determinado ) Antocianinas Totais em mg de malvidina.
" Nao detectado. “ Antocianinas Totais em mg de pelargonidina.

-

Médias seguidas pela mesma letra na vertical na mesma cultivar ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade de erro.

O armazenamento refrigerado para kiwi ‘Bruno’ (Actinidia deliciosa) influenciou
negativamente a conservacido de polifenois totais e também a concentracdo de trans-
resveratrol, que decaiu do momento da colheita de 54,7 pug 100g™" para 44,4 pg 100g™ apés o
armazenamento refrigerado seguido de cinco dias a 20°C. Apesar de ocorrer a perda do
estilbeno durante a conservagdo, o kiwi pode ser agregado ao consumo na dieta, pois a

concentracdo de trans-resveratrol, correspondente a uma taca de vinho tinto ao dia (100ml),
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recomendada como sauddvel, é de 30 a 700ug de trans-resveratrol (MANACH et al., 2004).
Niao ha relatos na literatura sobre a presenca da aglicona (trans-resveratrol em estado livre)
em kiwi, apenas pesquisas sobre a transferéncia do gene estilbeno sintase proveniente de Vitis
(V stl) para kiwi, com a finalidade de aumentar a resisténcia da planta ao ataque de patégenos
através do aumento de resveratrol induzido. No experimento de KOBAYASHI, et al (2000),
foi quantificada a super-expressdo do gene, que sintetizou o trans-resveratrol-glicosidio
(182,0 ng g’1 em folhas jovens e 20,0 pg g'1 em folhas velhas), e a aglicona ndo foi detectada.
Por isso, os autores acreditam que o resveratrol € rapidamente glicosilado (KOBAYASHI, et
al 2000). As condi¢des climdticas do Brasil, com alta umidade e calor favorecem a
proliferacdo de patégenos, o que pode ser um fator importante para a presenga de resveratrol
em kiwi.

O mirtilo ‘Bleugem’ (Vaccinium ashei Reade), apresentou um aumento significativo
nos teores de polifendis totais e de antocianinas (Tabela 2), durante o armazenamento
refrigerado e mais exposicdo a 20°C, sendo estes resultados também observados por
CONNOR ef al. (2002). O choque térmico, apdés o armazenamento, ativa a via dos
fenilpropandides, tanto polifendis totais e antocianinas totais, quanto trans-resveratrol em
mirtilo (Tabela 2). Apenas algumas cultivares de mirtilos, Vaccinium angustifolium Aiton e
Vaccinium corymbosum L., apresentam trans-resveratrol in natura. LYONS et al. (2003)
detectaram valores entre 49,3 a 140,0 pmol g de fruto, o que corresponde 11,2 a 31,9 pg
100g'1. Mas ndo foi detectado trans-resveratrol, no momento da colheita, na espécie
Vaccinium ashei Reade, confirmando os resultados da Tabela 2. Porém, apds o
armazenamento a 0,5°C por sete semanas seguido de trés dias a 20°C induziram a biossintese
de trans-resveratrol para 130,2 pg IOOg'1 em massa fresca (m.f.).

O morango tem sido descrito como fonte de vitamina C e com alto poder antioxidante,
que reduz o estresse oxidativo (KALT, 1999; MEYERS, 2003; HEO; LEE, 2005). As
cultivares ‘Araza’ e ‘Yvahe’ apresentaram alto teor de fendis totais, 756,8 e 853,0 mg 100g’
lm_f_ na polpa, respectivamente (Tabela 2). A concentracdo de antocianinas totais foi
moderada, pois, segundo MANACH ez al. (2004), em média, o consumo de antocianinas em
morangos € de 30 a 150mg por porcdo servida. Ambas as cultivares contém pelargonidina nas
seguintes concentragdes: ‘Araza’ 100,4 mg 100g'1m,f, e ‘Yvahe’ contém 93,6 mg 100g'1m,f,..
Em relagdo ao resveratrol, até 0 momento, apenas um trabalho (WANG et al., 2007) relata a
presenga do mesmo em morango ‘Alstar’ com 9,05ug 100g'1m,f_ no receptiaculo (polpa) e
1510pg 100g'1m_f_ no aquénio. Na Tabela 2, os resultados sdo correspondentes a uma porcao

servida (100g) de fruto (polpa mais aquénios), onde as cultivares ‘Araza’ e ‘Yvahe’
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apresentaram significativa concentragdo de trans-resveratrol, 125,3 e 126,2 ng IOOg'lm,f, na
polpa, respectivamente.

Os fendis totais ndo foram alterados com o armazenamento em AC em macas (Malus
domestica) ‘Gala’ e ‘Fuji’, mas as antocianinas diminuiram em ‘Gala’ e elevaram em ‘Fuji’.
Este fato pode ter ocorrido por dois fatores: a carga genética distinta entre as cultivares e pelas
condicdes de armazenamento. A ‘Gala’ foi armazenada em 2,5kPa de CO, e a ‘Fuji’ em baixa
concentracdo de CO,. Este fator também influencia a biossintese de trans-resveratrol (Tabela
3), pois, na rota dos fenilpropandides seguindo para os estilbenos, quatro moléculas de
diéxido de carbono (CO,) devem ser eliminadas para formacao de resveratrol a partir de trés
moléculas de malonil-CoA mais quatro de cumaril-CoA em presenga de estilbeno sintase
(ETS) (EC.2.3.1.95); e trés moléculas de diéxido de carbono (CO;) devem ser eliminadas para
formacao da chalcona catalisada pela chalcona sintase (CHS) (EC.2.3.1.74) (Figura 2), sendo
que desta derivam os demais polifendis como chalconas e flavondides, entre os quais estio as
antocianinas. O armazenamento da ‘Gala’ em alta concentracdo de CO, (2,5kPa),
possivelmente inibiu a liberagdo de CO, para o meio e, conseqiientemente, reduziu a produgdo

de trans-resveratrol e antocianinas totais (Tabela3).
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Figura 2 - Biossintese do trans-resveratrol (CULVER, 1995)

Assim como o kiwi, ndo foram encontrados relatos na literatura da presenca de trans-
resveratrol em macd, apenas pesquisas sobre plantas transgénicas para aumentar a resisténcia
da planta a ataque de patégenos. Estes resultados de SZANKOWSKI er al. (2003) restringem-
se apenas a folha. Por sua vez, RUHMANN et al. (2006) pesquisaram resveratrol também no
fruto, o gene Vstl (de Vitis vinifera) expressou-se apenas na casca e com maior intensidade

mediante o estimulo de irradiagcdo UVC.
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Tabela 3 - Contetido de polifendis totais, antocianinas totais e trans-resveratrol em maca e caqui em pos-
colheita. Santa Maria, 2007.

Polifendis Antocianinas

; : Resveratrol
Fruto Condicdo de armazenamento totais totais |
¢ (mg 100g)"" (mg100g™) " Casca — Polpa
(1g100g™) (ngl00g™)
Magid ‘Galaxi’”  Colheita 323,8 #498 745 192 1330 +l2 ol
Magd ‘Gala’ Colheita 2499 2" 830 a 1330 a nd
Oito meses (1,5kPade O, + 2,5kPaC0,a0,5°C)  371,6 a 451 b 1278 b nd
Mais cinco dias a 20°C 309,1 a 63,6 ab 1280 b nd
Magi ‘Fuji’ Colheita 2643 a 74 b 1144  ab nd
Sete meses (1,0kPa de O, < CO, a -0,5°C) 2255 a 13,8 a 1210 a nd
Mais cinco dias a 20°C 2240 a 132 a 1124 b nd
Caqui ‘Fuyu”  Colheita 11808 a e tragos nd
Trés meses a 0,5°C 11257 a -t nd nd
Mais cinco dias a 20°C 10486 a - nd nd
“Valores expressos em massa fresca de casca. " Nao detectado.
" Valores expressos em massa fresca de polpa. D Polifendis totais em mg de dcido gdlico.
™ Média e desvio padrdo (n=4) @ Antocianinas Totais em mg de cianidina.

"Médias seguidas pela mesma letra na vertical na mesma cultivar ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade de erro.

O resveratrol € uma fitoalexina de defesa e, portanto, ocorre e atua principalmente na
casca (Tabela 3). As amostras deste trabalho, sdo provenientes do sul do Brasil e o gene da
estilbeno sintase, nativo destas macas, pode ter sido estimulado pelas condi¢des de irradiacdo
solar e umidade mais alta do que as do trabalho com magas transgénicas, realizados em paises
de clima seco, frio e com menor irradiacdo solar. Nao foi detectada a presenca de trans-
resveratrol na polpa nas trés cultivares de macd e do caqui ‘Fuyu’ (Diospyros kaki), que
apresentou apenas tracos de, resveratrol na casca durante a colheita (Tabela 3).
Nutricionalmente, é recomendavel a ingesta dos frutos com a casca. Porém, a concentragio
média ingerida por fruto € muito baixa, devido a propor¢éo entre a casca e a polpa, sendo que,
nestes frutos, a casca representa apenas 7 a 15% da massa total.

Em uvas, a exposi¢do a temperatura de 20°C influenciou o metabolismo fendlico
(Figura 3). A sintese de polifendis totais foi estimulada logo apdés o armazenamento,
principalmente na ‘Nidgara Rosada’ (Vitis labrusca) e ‘Merlot’ (Vitis vinifera) (Figura 3A). Ja
na ‘Isabel’ (Vitis labrusca) ocorreu alteragdo nos niveis de compostos antocidnicos que foi
mais expressiva, ao passo que nio ocorre 0 mesmo na ‘Nidgara Rosada’ e ‘Merlot’ (Figura
3B). CANTOS et al. (2000) obtiveram resultados semelhantes na ‘Isabel’ € na uva de mesa
‘Napoleon’, armazenados sob refrigeragdo a 0°C por 10 dias, onde os niveis de antocianinas
totais foram incrementados at€é o 10° dia a 15°C. Em todas as cultivares de uva, a
concentracdo de trans-resveratrol foi alterada (Figura 3C). A sintese de trans-resveratrol na
‘Isabel’ foi estimulada apenas pela diferenca de temperatura de 20°C, apds o armazenamento

refrigerado. A ‘Merlot’ sintetizou o trans-resveratrol no frio (-0,5°C), durante as seis semanas.
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Posteriormente, a exposi¢do da ‘Merlot” a 20°C durante cinco dias elevou a concentragio
deste estilbeno em 62% (Figura 3C). A inducdo da sintese do estilbeno pelo frio também foi
observada na cultivar ‘Napoleon’, onde a concentragio foi elevada em duas vezes (CANTOS

et al., 2000; ARTES-HERNANDEZ er al., 2003).
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Figura 3 - Contetido de polifendis totais, antocianinas totais e trans-resveratrol em uvas em pés-colheita.
Santa Maria, 2007.
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2.4. Conclusoes

Ha presenca de trans-resveratrol in natura em polpa de kiwi ‘Bruno’ e morangos
‘Araza’ e ‘Yvahe’, em amora Morus nigra nas folhas e fruto. Em macas ‘Galaxi’, ‘Gala’ e
‘Fuji’ ocorre apenas na casca. O caqui ‘Fuyu’ apresenta tracos de trans-resveratrol na casca
apenas na colheita. O armazenamento refrigerado estimula a sintese de trans-resveratrol em
mirtilo ‘Bleugem’, uvas ‘Isabel’ e ‘Merlot’ mas nio estimula em ‘Niagara Rosada’. O teor de
polifendis totais ndo € alterado em macas ‘Gala’ e ‘Fuji’, caqui ‘Fuyu’ e uva ‘Isabel’ com o
frio, mas eleva-se em mirtilo ‘Bleugem’, uvas ‘Niagara Rosada’ e ‘Merlot’; e decai em kiwi
3 b . , .

Bruno’ durante o armazenamento. O armazenamento refrigerado também estimula a

biossintese antocianinas totais em mirtilo.
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CAPITULO 3

Sintese de trans-resveratrol e controle de podridoes em macas com uso de elicitores em

pos-colheita
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Resumo — Objetivou-se avaliar o efeito da aplicagdo de elicitores abidticos para biossintese
de resveratrol e o controle de podriddo em magds ‘Gala’ e ‘Fuji’. Os tratamentos foram:
radiacdo ultravioleta, fosfito e acibenzolar-S-metil, aplicados antes do armazenamento, e
ozonio aplicado intermitente durante o armazenamento. As condi¢des de armazenamento
foram: ‘Gala’ (1,5kPa de O, e 2,5kPa de CO,, a 0,5°C por oito meses) e ‘Fuji’ (1,0kPa de O,
e <0,5kPa de CO,, a -0,5°C por sete meses). O delineamento experimental foi inteiramente
casualizado com oito repeticdes de 25 frutos. Na casca dos frutos, determinou-se trans-
resveratrol por cromatografia liquida de alta eficiéncia; polifendis totais e antocianinas totais
por espectrofotometria; e didmetro de lesdo apds inoculag@o por Penicillium sp. Analisou-se
na polpa: firmeza de polpa, acidez tituldvel, s6lidos soltiveis totais, agtcares redutores e ndo-
redutores. Os elicitores ndo alteraram a concentracio de polifendis totais e antocianinas, com
a excecdo da perda de antocianinas totais com o Acibenzolar-S-metil em ‘Gala’. Os elicitores
induziram, em ‘Fuji’, a sintese de trans-resveratrol na seguinte seqiiéncia: Acibenzolar-S-
metil > Fosfito > Irradiagdo UV-C = Oz6nio, mas ndo foram eficientes para ‘Gala’. Nao
houve correlag@o entre sintese de trans-resveratrol e controle de podriddo, porém o fosfito
controlou a podriddo em ‘Gala’.

Termos para indexacdo: Malus domestica, SAR, UV-C, oz6nio, fosfito, acibenzolar-S-metil,

Penicillium sp.
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Synthesis of trans-resveratrol and rotting control in apples with use of elicitores

in post-harvest

Abstract - The objective of this paper was evaluate the effect of the application of abiotic
elicitors of resveratrol in 'Gala' and ‘Fuji’ apples, and rotting control. The treatment was with
ultraviolet irradiation, phosphite and acibenzolar-S-methyl, applied before controlled
atmosphere storage and ozone, applied so intermittently during storage. The storage
conditions were: 'Gala' (1.5 kPa, O2 and 2.5 kPa CO2, at 0.5°C by eight months) and 'Fuji'
(1.0 kPa, O2 and <0.5 kPa CO2, at -0.5°C for seven months). The experimental design was a
completely randomized with eight repetitions of 25 fruits. In the skin of fruit trans-resveratrol
were analyzed by high performance liquid chromatography; total polyphenols and
anthocyanins by spectrophotometry and diameter of injury after inoculation by Penicillium sp.
Analyzed in the flesh: firmness, acidity, total soluble solids, reducing and non-reducing
sugars. The elicitores not change the concentration of phenols and anthocyanins, with the
exception of the loss of total anthocyanins with Acibenzolar-S-methyl in 'Gala' apple. The
elicitors induce in 'Fuji' apples the synthesis of trans-resveratrol in the following sequence:
Acibenzolar-S-methyl > phosphite = UV-C irradiation > ozone, but don’t effective on 'Gala’
apple. There isn’t correlation between synthesis of trans-resveratrol and rotting control, but
the phosphite controlled rot in 'Gala'.

Index terms: Malus domestica, SAR, UV-C, ozone, phosphite, Acibenzolar-S-methyl,

Penicillium sp.

3.1. Introducio

O armazenamento em atmosfera controlada (AC) é mais eficaz para manutengdo da
qualidade de macds, que o armazenamento refrigerado (AR), mas ainda assim ocorrem perdas
significativas decorrentes de podriddes. A legislacdo brasileira coloca grande restri¢do ao uso
de fungicidas apds a colheita, pois residuos destes podem oferecer risco de intoxicag¢@o para o
consumidor. Uma alternativa para conferir protecdo ao fruto € estimular a producdo de
substancias naturais (fitoalexinas), que desencadeiam mecanismos de defesa, produzidas pelo
préprio fruto para aumentar a resisténcia ou controlar o patégeno sobre o fruto, no
armazenamento e durante a vida de prateleira. Os agentes ativadores desta resisténcia

denominam-se elicitores, que podem ser bidticos ou abidticos. Entre os abidticos destacam-se
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a irradiacdo ultravioleta do tipo C (UV-C), o 0z6nio e o acibenzolar-S-metil (ASM). Também
ha o fosfito, um fertilizante foliar, ainda pouco explorado na pds-colheita como elicitor.

A irradiacdo ultravioleta, o etileno e o 0z6nio estimulam a producgdo do resveratrol em
uvas na pés-colheita (ARTES-HERNANDEZ et al., 2003; GRIMMIG et al., 2002). O
resveratrol € uma fitoalexina produzida por uvas em resposta ao estresse de elicitores bidticos
(Botrytis cinerea, Plasmopora viticula) e também abidticos como UV-C e oz6nio (ADRIAN
et al, 2000; GRIMMIG et al., 2003). Esta fitoalexina € um polifenol da classe dos estilbenos,
apresentando-se sob dois isémeros (trans-3, 5,4’-trihidroxiestilbeno) e cis-resveratrol (cis-3,
5,4’-trihidroxiestilbeno). O isdmero trans-resveratrol tem reconhecidas atividades bioldgicas e
algumas delas sdo de uso terapéutico, tais como a¢do antiinflamatdria, para redugdo do risco
de aterosclerose, inibicdo da enzima lipoxigenase e acdo anticarcinogénica (PINTO, et al.
1999; FREMONT, 2000).

O controle da podriddo em plantas pode ser eficiente através de resisté€ncia sist€émica
adquirida (“Systemic Acquired Resistance” - SAR) que envolve o dcido salicilico como
sinalizador (DURRANT; DONG, 2004). Um ativador quimico de resisténcia de plantas a
doencas, aplicado a campo, é o Acibenzolar-S-metil (ASM ou benzotiadiazol). Este produto
ndo tem acdo direta sobre o patdgeno, mas sua estrutura espacial, semelhante ao &4cido
salicilico, parece desenvolver papel importante na transducdo de sinal (CONRATH et al,
2001). O ASM ¢ rapidamente absorvido pelos tecidos foliares e confere a planta um aumento
de seu nivel de resisténcia. Em pos-colheita, tem sido pesquisada a agdo do ASM em magas
‘Golden Delicious’ no combate ao Penicillium expansum e Botrytis cinerea (SPADARO et
al., 2004) e em melao (HUANG et al., 2000).

O fosfito P,Os (pentdxido de fésforo) é um anion obtido da neutralizagdo do acido
fosfonico (formalmente chamado de 4cido fosforoso H3PO3) com 4lcalis, sendo rapidamente
absorvido pela planta e translocado pelo xilema e posteriormente pelo floema. A agdo deste
composto € controvertida, podendo atuar como adubo foliar, como fungicida tdpico,
dependendo da concentragdo e do cétion covalente, e como indutor de resisténcia na planta
(GUEST; GRANT, 1991). Resultados satisfatérios foram obtidos no controle de podriddes em
maca ‘Fuji’ com o uso de fosfito antes do armazenamento (BRACKMANN et al., 2004).

Em macis, os elicitores abidticos, UV-C, oz6nio, ASM e fosfito ainda ndo foram
investigados como indutores da sintese de trans-resveratrol. O objetivo deste trabalho é
investigar a possivel indugcdo da sintese de trans-resveratrol e sua possivel acdo como

fitoalexina em macgds ‘Gala’ e ‘Fuji’ armazenadas em atmosfera controlada.
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3.2. Material e Métodos

O experimento foi conduzido, em 2005, no Nicleo de Pesquisa em Pés-Colheita da
Universidade Federal de Santa Maria. As magas ‘Gala’ e ‘Fuji’ foram colhidas em um pomar
comercial na regido de Vacaria, RS, e selecionadas aquelas sem lesdo por dano mecanico ou
fitopatoldgico. A unidade experimental foi constituida por 25 frutos representativos. Para a
avaliagdo dos tratamentos quanto as caracteristicas fisico-quimicas dos frutos foram usadas
quatro repeticdes segundo o delineamento inteiramente casualizado. Foram usadas outras
quatro repeti¢des no mesmo delineamento, para a avaliagdo de podridao.

Os cinco tratamentos foram determinados como sendo: a) testemunha, b) irradiacdo
ultravioleta do tipo C (UV-C), d) ozdnio, e) fosfito e d) acibenzolar-S-metil (ASM).

a) A testemunha foi exposta somente a atmosfera controlada;

b) A exposi¢do dos frutos a irradiacdo UV-C foi feita em uma cimara de irradiagdo
dotada de quatro fontes, com acionamento independente. A dose aplicada foi de 2,4kJ m’z,
sendo aplicada a uma distancia de 25cm, da fonte até a superficie com comprimento de onda
254nm em temperatura de 30°C. A irradidncia UV-C foi obtida por meio de
espectroradiometro modelo IL 2000 da marca International Light®. As doses foram calculadas
através da integracdo do tempo de exposi¢do e a irradiancia de cada fonte, com uso do pacote
OringinTM versio 5,0;

¢) O armazenamento em presenca de ozonio, com atmosfera controlada descrita no
item 3.2.1, com foi feito em minicamaras de 400L, equipadas com purificador de ar modelo
OTB-10W.C, que produziu oz6nio no interior destas minicimaras com a concentracdo de
0,03ppm. A concentragdo de ozdnio, presente no interior das minicAmaras foi determinada
através do método de oxiredugao;

d) A exposi¢do dos frutos a solucdo de fosfito foi feita por imersdo, por 3 minutos, em uma
solugdo de fosfito e dgua destilada e deionizada na concentragdo de 1,27g L" de P,Os e 1,18¢g
L' de K,0, mais espalhante adesivo Silwet L77% (0,05% viv);

e) A exposi¢do dos frutos a solugdo de acibenzolar-S-metil (BION®) também foi feita
por imersdo, por 3 minutos, em uma solu¢cdo na concentracdo de 50mg L, mais espalhante
adesivo Silwet L77° (0,05% v/v);

Apés cada tratamento com oito repeticdes, quatro destas repeticoes foram
armazenadas em atmosfera controlada e quatro repeti¢des foram inoculadas com Penicillium

sp. e, posteriormente, armazenadas sob as mesmas condi¢cdes em camaras separadas.
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O Penicillium sp., coletado dos tecidos de frutos contaminados, foi identificado por
sua estrutura morfoldgica e isolado pelo método de isolamento monospdrico. A estirpe isolada
foi cultivada em meio batata dextrose agar (BDA) e Mathur. Posteriormente, foi feita diluicdo
dos esporos para 2,4.10°esporos ml™”. Cada fruto foi perfurado na regido equatorial em dois
pontos opostos com auxilio de uma ponteira com 3mm de didmetro e Smm de profundidade.
Em cada ponto foi inoculado 30ul da suspensdo de esporos. Apds a secagem a 20°C da
aliquota inoculada, os frutos foram armazenados em cimaras assépticas sob as mesmas
condicdes previamente determinadas para as amostras ndo inoculadas. Apds o
armazenamento, os frutos foram expostos a 20°C por cinco dias e as lesdes foram medidas
com auxilio de paquimetro; os patdgenos foram novamente isolados das amostras,

comprovando sua patogenicidade pelo postulado de Koch (FERNANDEZ, 1993).
3.2.1 Condi¢des de armazenamento dos frutos

As magas foram armazenadas em atmosfera controlada a 0,5°C para ‘Gala’ e -0,5°C
para ‘Fuji’, em minicdmaras de 232L. A composicdo atmosférica para ‘Gala’ foi de 1,5kPa de
0, e 2,5kPa de CO; e para ‘Fuji’ 1,0kPa de O, e <0,5kPa de CO,. As magas ‘Gala’ e ‘Fuji’
foram armazenadas por oito meses sete meses, respectivamente. Para reduzir a concentragao
de CO,, produzido pela respiracdo, foi colocado hidroxido de calcio, durante o
armazenamento da ‘Fuji’. As condi¢des de AC foram estabelecidas mediante a instalacdo da
atmosfera, onde as pressdes parciais de CO, foram obtidas através da injecdo deste gas nas
minicAmaras. Devido ao processo de respiracdo dos frutos, houve consumo de O, e aumento
de CO,, sendo que, para correcdo destes gases, foi utilizado um analisador automadtico de O, e
CO, da marca Kronenberger Systemtechnik®, que analisou diariamente as concentracdes de
gases das minicimaras. O CO, em excesso, resultante do processo respiratério, foi eliminado
com o auxilio de um absorvedor contendo uma solugdo de hidréxido de potdssio. Depois de
finalizados os periodos de armazenamento preestabelecidos para cada cultivar, os frutos
foram transferidos para cAmara onde permaneceram durante cinco dias a temperatura de 20°C,
em ar atmosférico, condicdo esta ideal para biossintese das fitoalexinas, para que assim os

frutos pudessem desenvolver a resposta fisioldgica esperada.
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3.2.2 Analises fisico-quimicas

A firmeza de polpa foi determinada na regido equatorial dos frutos, em dois lados
opostos, através da remogdo de 2mm da epiderme, com auxilio de um penetrometro equipado
com ponteira de 11mm de didmetro. A epiderme coletada foi reservada para extracdo dos
compostos fendlicos. A acidez titulavel foi obtida por titulometria do suco, previamente
extraido de fatias transversais retiradas da regido equatorial das magds, com solucdo de
hidréxido de so6dio 0,1N até pH 8,2 e os resultados foram expressos em meq 100ml™. Os
solidos soldveis totais foram mensurados por refratometria, sendo os valores expressos em
°Brix com corre¢cdo da temperatura ambiente. Os agucares totais e redutores foram
determinados segundo o método de Somogyi & Nelson. A incidéncia da podridao causada por
Penicillium sp. foi obtida através da medida do didmetro das lesdes desenvolvidas a partir da

inoculacdo, com auxilio de paquimetro.

3.2.3 Extrac¢do dos compostos fendlicos

As amostras para a determinag@o de trans-resveratrol, polifendis totais e antocianinas
totais, foram preparadas seguindo os passos: pesagem do fruto, retirada de 2mm da casca na
regido equatorial, pesagem de 30g de cascas, adicdo de 90ml da dissolugcdo de etanol/acido
cloridrico/dgua na propor¢do de 70/1/30 (V/V/V) e homogeneizacdo em liquidificador a
87000rpm por 1 minuto com, e apds centrifugacdo a 10.000g por 15 minutos.

Somente as amostras destinadas para andlise de cromatografia liquida de alta
eficiéncia (CLAE) foram filtradas em membrana com poro de 0,22um e congeladas a -20°C
at¢ o momento de andlise. O padrdo empregado foi trans-resveratrol (trans-3, 5,4’-

trihidroxiestilbeno) adquirido da Sigma Chemical Co.

3.2.4 Meétodo cromatografico para trans-resveratrol

As analises foram feitas em um sistema hibrido de CLAE, utilizando bomba
INTRALAB® (Modelo 5050), com detector de diodos DAD HP Series 1100 automatizado por
Agilent®, controlado com o programa CHEMSTATION Data System software. A coluna de
fase reversa foi Merck® Nucleosil, C18 (250mm . 4mm), tamanho de particula de Sgm, com

pré-coluna (10mm 5mm) de mesma composi¢do. A injecdo de 10pl, foi feita através do
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injetor automatizado Agilent® (Modelo Series 1100) e a coluna permaneceu aquecida a 30°C.
O método para trans-resveratrol foi com eluicdo em condig¢des isocrdticas com fase movel
dgua/acetonitrila (35:65), pH 2,5, ajustado com &cido ortofosférico, o fluxo foi de 1,0ml
min™ e a elui¢do foi monitorada a 306nm.

A identificagdo do trans-resveratrol foi baseada no tempo de retencio, sendo a pureza
do pico confirmada através do detector com arranjo de diodos (DAD). A quantificacdo do
trans-resveratrol foi feita por padronizagdo externa. A concentracdo de trans-resveratrol foi
expressa em pg IOOg‘l.

Todas as andlises cromatogréficas, incluindo a validacdo do método, foram feitas ao
abrigo da luz, a fim de evitar que o isdmero trans-resveratrol fosse convertido em cis-
resveratrol. Portanto, o estudo da estabilidade foi restringido a temperatura de bancada
(25°C), e armazenamento a -20°C, nos diversos tempos.

A validagdo do método em cromatografia liquida de alta eficiéncia do analito trans-

resveratrol apresentou linearidade y =0,0296.x+0,405, e coeficiente de correlacdo de

0,9971. Os limites (detecgc@o e quantificacio) do trans-resveratrol foram obtido realizando-se
dilui¢bes gradativas do padrdo. O limite de deteccdo foi de 0,07ug 1" e de quantificagdo
1,58ug I"". Os testes de recuperagdo, limite de quantificacio e exatiddo foram realizados com
adi¢do do padrdo sobre a matriz. A recupera¢do média para ‘Gala’ foi de 98,8% (C.V. 5,6%) e
para ‘Fuji’ foi de 94,1% (C.V. 1,7%). A repetibilidade foi realizada em triplicata. A
reprodutibilidade foi feita através da andlise das variacdes didrias e em dias diferentes, das

areas dos picos dos padrdes.

3.2.5 Método espectrofotométrico para polifendis totais e antocianinas totais

A concentracdo de polifendis totais foi determinada pelo método colorimétrico
(SINGLETON; ROSSI, 1965). Em tubo de ensaio, adicionou-se 200ul de amostra diluida
(1:10), em solugdo etanol/acido cloridrico/dgua na proporcdo de 70/1/30 (V/V/V), 1000ul de
reagente de Folin-Ciocalteu diluido (1:10) em dgua destilada e deionizada. Entre 3 segundos a
8 minutos adicionou-se 800ul de Na,COs3 7,5%. Ap6s duas horas ao abrigo da luz, foi lida a
absorbancia a 765nm em espectrofotdmetro da marca Femto® modelo 600S (mono feixe). A

curva de calibragdo utilizou como padrio uma solucdo de d4cido gilico nas seguintes
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concentragdes: 50, 100, 150, 250 e 500mg L. A concentragio de polifendis totais foi
expressa em mg IOOg'1

A medida experimental de antocianinas totais foi realizada pela leitura na maior
absorbancia, sendo que o comprimento de onda selecionado € resultante de uma varredura
entre os comprimentos de 400 a 600nm, determinando a antocianina predominante. As
amostras foram diluidas com uma dissolugé@o de etanol/acido cloridrico/dgua na proporcdo de
70/1/30 (V/V/V). A leitura foi feita em Espectrofotdmetro 600 da marca Femto®, UVisivel. Os
resultados foram obtidos (Ansx = 525nm) utilizando coeficiente de extingdo molar 29,5L cm’
1

mol™, expressos em mg de cianidina L' e convertidas para mg 100g™" (Di STEFANO et al.,

1989).
3.2.6 Analise estatistica

Com o objetivo de verificar as diferencas nas concentracdes de polifendis totais,
antocianinas totais e trans-resveratrol, entre os diferentes tratamentos, foi efetuada uma
andlise da varidncia, sendo as médias comparadas pelo teste de Tukey com 5% de
probabilidade de erro. Foi ainda analisada a correlagdo de Pearson entre a sintese de trans-

resveratrol e o controle da podridao.

3.3 Resultados e Discussao

Ap6s o periodo de armazenamento, os tratamentos ndo afetaram os polifendis totais na
casca do fruto (Tabela 1) nem sdlidos soliveis totais (Tabela 2), tanto na maca ‘Gala’ quanto
na ‘Fuji’. Com o aumento da temperatura para 20°C, apdés o armazenamento, as duas
cultivares comportaram-se de modo distinto. A ‘Gala’ sintetizou mais antocianinas durante o
armazenamento com UV-C, mas ndo diferiu da testemunha no quinto dia a 20°C. No entanto,
na ‘Fuji’, as antocianinas ndo foram alteradas nas mesmas condi¢cdes. O tratamento com
acibenzolar-S-metil (ASM) inibiu a sintese destas antocianinas em ‘Gala’ (Tabela 1) e
também acelerou a perda de firmeza de polpa (Tabela 2).

Nos demais atributos, a ‘Gala’ ndo sofreu alteracdes com o uso de elicitores (Tabela
2), porém o controle da podriddo foi obtido com a aplicacdo de fosfito (Tabela 1). Neste caso,
nio ha correlagdo entre o controle da podridio com a concentragdo da fitoalexina trans-
resveratrol (Correlagdo de Pearson: -0,01 pa 0,966). O mecanismo de defesa do hospedeiro

(planta) ainda ndo é completamente conhecido, mas o anion fosfito tem sido relacionado ao
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aumento da zona bloqueadora da necrose, rdpida mudanga citoldgica através da migracdo
nuclear, deposicao de papila e aumento da resposta de hipersensibilidade (morte celular). No
hospedeiro, também ocorre a biossintese de etileno, aumento da respiragdo, ativacdo da
fenilalanina amonialiase (FAL), lignificacdo, ativacdo do metabolismo das pentoses-fosfato.
Entre as fitoalexinas encontram-se sesquiterpendides em tabaco e fendis que ndao sio
definidos (GUEST; GARNT, 1991). Em feijdo-fradinho (Vigna unguiculata), experimentos
com fosfanato demonstram o acimulo de fitoalexinas como kievitone e faseolidina em plantas
infectadas (SAINDRENAN et al., 1990). JACKSON et al. (2000), estudando eucalipto, ndo
observaram mudangas significativas em duas enzimas chave da sintese de diversos fendis
simples (4-coumarato CoA ligase [4-CL], cinamil &lcool desidrogenase [CAD]), mas
verificaram que, quando a concentracdo de fosfito € alta, o modo de agédo € direta sobre o
fungo, e, quando a concentracdo € baixa, a planta tem um incremento em sua resisténcia
natural. J4, os resultados obtidos neste trabalho foram semelhantes aos obtidos por
BRACKMANN et al. (2004). Estes autores verificaram que a aplicagdo em p6s-colheita, em
macds ‘Fuji’ tratadas com fosfito de potdssio (250mL 100L™") + CaCl, (2%) proporcionou a
menor incidéncia de podriddes e o menor diametro de lesdo.

A cultivar Fuji respondeu a todos os tratamentos com elicitores sintetizando trans-
resveratrol, mas sem alteracdes na concentracido de polifendis totais ou antocianinas totais
(Tabela 1). O incremento na concentragio de trans-resveratrol foi maior para acibenzolar-S-
metil seguido do fosfito, irradiacio UV-C e ozoénio. Também em ‘Fuji’ ndo ha correlacio
(Correlacdo de Pearson: 0,05 pa 0,836) entre a producdo de trans-resveratrol e o controle do
Penicillium sp. Apds o periodo de armazenamento de sete meses em AC, nenhum elicitor
apresentou efeito significativo no controle de podriddo. Estes resultados sdo divergentes aos
obtidos por BRACKMANN et al. (2004), o que se deve, provavelmente ao fato de que o
periodo de armazenamento foi de 14 dias a 0°C em contraste com o atual trabalho, que
permaneceu sete meses na cadmara a -0,5°C. Da mesma forma, Spadaro et al. (2004), com uso
de ASM em ‘Golden Delicious’, obtiveram controle de B. cinerea e P. expansum com 20 dias
de armazenamento a 4°C. No presente trabalho, o ASM nao controlou Penicillium sp., em sete
meses de armazenamento a -0,5°C, porém foi o melhor tratamento para indugdo de trans-
resveratrol em ‘Fuji’ e mobilizou, de forma significativa, os actcares ndo-redutores a

redutores, sinalizando um aumento do metabolismo (Tabela 2).



72

34 Conclusoes

(1) Os elicitores abidticos induzem a sintese de trans-resveratrol em maga ‘Fuji’ na
seguinte seqiiéncia: Acibenzolar-S-metil > Fosfito = irradiagdo UV-C = o0zdnio, mas ndo
apresentam efeito em macas ‘Gala’, durante o armazenamento em atmosfera controlada.

(2) Nao ha aumento na concentracdo dos polifendis totais e das antocianinas totais
com o uso de elicitores abidticos.

(3) Os elicitores abidticos nao apresentam efeito no controle de podriddo com excecdo
do fosfito, que controla a podriddo em macga ‘Gala’.

(4) Nao ha correlagado entre a sintese de trans-resveratrol e o controle de podridao.
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Tabela 1 — Concentracées médias de compostos fendlicos e controle de podridao (Penicillium sp.) avaliados na saida da cAmara e mais 5 dias a 20°C em funcao dos

Tratamentos em maca 'Gala' armazenada em atmosfera controlada (AC) por oito meses a 0,5°C e maca ‘Fuji’ armazenada em AC por sete meses a -0,5°C.

Santa Maria, 2005.

Cultivar e Tratamentos

Polifenéis totais”’
(mg loog Elmic)

. )
Antocianinas tOtalS(

(mg loog Elmic)

)

Resveratro

1(3 )

(“g loog >1m4f4c)

Podridao
Lesao (cm)

Saida 5 dias a 20°C Saida 5 dias a 20°C Saida 5 dias a 20°C 5 dias a 20°C
‘Gala’
Andlise Inicial 249,9 83,0 133,0
Testemunha 371,6 a 309,1 a 45,1 b 63,6 a 127,77 a 127,9 a 9,1 a
Irradiacdo (UV-C) 3170 a 355,5 a 57,8 a 60,2 a 126,9 a 127,2 a 8,0 a
Oz6nio 307,3 a 3263 a 476 b 64,0 a 1279 a 1289 a 8,4 a
Fosfito 3664 a 2809 a 51,5 b 52,6 a 128,5 a 127,7 a 53 b
Acibenzolar-S-metil 296,6 a 270,8 a 354 b 37,8 128,9 a 128,5 a 7,7 a
12,8 10,0 28,5 17,7 1,5 0,5 16,6
‘Fuji’
Andlise Inicial 264,3 7.4 1144
Testemunha 225,5 a 2240 a 13,8 a 13,2 a 112,5 bc 121,5 d 7,5 ab
Irradiacdo (UV-C) 246,5 a 188,9 a 15,7 a 13,7 a 116,6 b 137,6 bc 7,6 ab
Ozobnio 265,0 a 253,5 a 17,6 a 16,0 a 106,9 C 124,6 C 79 a
Fosfito 296,8 a 227,77 a 184 a 11,0 a 106,6 ¢ 150,2 b 70 b
Acibenzolar-S-metil 2543 a 241,1 a 16,5 a 10,9 a 146,3 a 165,9 a 7,6 ab
8,3 6,9 24,3 14,5 11,5 11,8 4,0

D polifendis totais em mg de dcido gdlico 100g™ de massa fresca de casca

@ Antocianinas totais em mg de cianidina 100g™de massa fresca de casca

@ trans-Resveratrol em g 100g 'de massa fresca de casca

*Médias seguidas pela mesma letra na vertical, na mesma cultivar, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade de erro.



75

Tabela 2 — Médias dos parametros fisico-quimicos avaliados na saida da cimara e mais 5 dias a 20°C em funcio dos tratamentos em maca 'Gala' armazenada em

atmosfera controlada (AC) por oito meses a 0,5°C e maca ‘Fuji’ armazenada em AC por sete meses a -0,5°C. Santa Maria, 2005.

Firmeza Soélidos soltveis totais Acidez Actcares Redutores Aclucares Nao-Redutores
Cultivar e Tratamentos (N) (°Brix) (meg 100ml™) (g 100mlI™) (g 100mlI™)
Saida 5diasa20°C  Saida > dias a Saida > dias a Saida > dias a Saida > dias a
20°C 20°C 20°C 20°C
‘Gala’
Andlise Inicial 79,3 14,3 3,5 83 4,7
Testemunha 51,0 b® 60,1 a 143 a 145 a 41 a 40 a 11,5 a 11,5 a 47 a 13 a
Irradiacdo (UV-C) 58,3 a 58,6 ab 143 a 143 a 40 a 40 a 12,0 a 11,9 a 3,6 a 1,5 a
Ozobnio 49,4 b 53,0 bc 13,9 a 142 a 36 a 39 a 10,8 a 11,6 a 34 a 1,7 a
Fosfito 61,0 a 54,7 abc 13,8 a 140 a 38 a 3,7 a 11,3 a 11,5 a 48 a 04 a
Acibenzolar-S-metil 583 a 50,7 c 14,1 a 14,0 a 39 a 37 a 11,5 a 11,5 a 38 a 04 a
CV (%) 16,1 6,2 1,5 1,2 5,6 3,5 11,0 1,2 13,6 0,0
‘Fuji’
Andlise Inicial 76,9 55 9,9 2,5
Testemunha 74,7 ab 71,5 a 16,6 a 17,0 a 36 a 3,7 ab 12,6 ab 12,0 ab 00 b 43 a
Irradiacao (UV-C) 78,7 a 68,4 a 16,8 a 17,0 a 39 a 3,7 a 12,9 ab 95 b 2,0 ab 46 a
Oz06nio 71,7 b 70,0 a 16,8 a 17,1 a 39 a 3,6 ab 145 a 10,1 b 00 b 3,8 a
Fosfito 75,4 ab 69,7 a 16,6 a 16,8 a 3,7 a 3,3 C 12,4 ab 87 b 06 b 44 a
Acibenzolar-S-metil 74,1 ab 70,7 a 16,7 a 17,3 a 3,7 a 3,5 bc 9,8 b 149 a 46 a 0,1 b
CV (%) 28,8 14,2 0,9 1,0 16,2 3,9 13,9 20,3 100,3 0,0

(1) Médias seguidas pela mesma letra na vertical, na mesma cultivar, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade de erro.
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CONSIDERA COES FINAIS

Ha presenca de trans-resveratrol em diversos frutos in natura como na polpa de kiwi
‘Bruno’, morangos ‘Araza’ e ‘Yvahe’ e em folhas e frutos de amora (Morus nigra). Em magas
‘Galaxi’, ‘Gala’ e ‘Fuji’ ocorre apenas na casca e no caqui ‘Fuyu’ apresentou tragcos de trans-
resveratrol na casca apenas na colheita.

O armazenamento refrigerado estimula a sintese de trans-resveratrol em mirtilo
‘Bleugem’, uvas ‘Isabel’ e ‘Merlot’, mas ndo estimula em ‘Niagara Rosada’. O teor de
polifendis totais ndo foi alterado em magas ‘Gala’ e ‘Fuji’, caqui ‘Fuyu’ e uva ‘Isabel’ com o
armazenamento refrigerado, mas o teor elevou-se em mirtilo ‘Bleugem’, uvas ‘Niagara
Rosada’ e ‘Merlot’; e decaiu em kiwi ‘Bruno’. O armazenamento refrigerado também
estimulou a biossintese de antocianinas totais em mirtilo.

Os elicitores abidticos induzem a sintese de trans-resveratrol em macd ‘Fuji’ na
seguinte seqiiéncia: Acibenzolar-S-metil > Fosfito = irradiagdo UV-C = o0zdnio, mas ndo
apresentam efeito em macgas ‘Gala’, durante o armazenamento em atmosfera controlada. Néo
ha aumento na concentracdo dos polifendis totais e das antocianinas totais com o uso de
elicitores abidticos. Os elicitores abidticos nao apresentam efeito no controle de podridao,
com excec¢do do fosfito, que controla a podriddo em macd ‘Gala’. Nao hé correlacdo entre a
sintese de trans-resveratrol e o controle de podridao.

Os mecanismos que desencadeiam as respostas de defesa sdo complexos e por vezes
sobrepdem-se nas chamadas “induc¢des cruzadas”. Porém € evidente que as espécies reativas
de oxigénio atuam na transdug@o de sinal. Ha duas respostas distintas que compartilham os
mesmos mensageiros: a resisténcia sistémica adquirida que envolve o 4cido salicilico ou o
metil-salicilato e a inducdo de resisténcia sist€émica que envolve os fitohormonios jasmonato
em conjunto com o etileno. A resisténcia sist€émica adquirida estd geralmente envolvida com a
resposta de hipersensibilidade e morte celular.

Os elicitores de trans-resveratrol desencadeiam respostas que se sobrepdem nas
inducdes cruzadas. Uma proposta para as induc¢des de trans-resveratrol é demonstrada na
Figura 1 localizada na préxima pédgina. Neste esquema sdo apresentados os elicitores
utilizados na presente tese. Estas rotas sdo baseadas na revisdo da literatura e confirmadas nos
resultados obtidos dos tratamentos com elicitores abidticos que induziram a sintese de trans-

resveratrol.
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Figura 1 - Esquema bioquimico dos principais elicitores abidticos de trans-resveratrol envolvendo diversas vias metabdlicas. Legenda: acibenzolar-S-metil
(ASM), benzotiadiazol (BTH), acido 2,6-dicloroisonicotinico (IIN) ultravioleta (UV), elemento(s) desconhecido(s) (?), aumento (T), concentracio de

peroxido de hidrogénio ([H,0,]), concentracdo de oxido nitroso ([NO*]), fenilalaninamonoliase (FAL), 4-cumarato:CoA ligase (C4H), gene que
codifica a estilbeno sintase (Vst1), estilbeno sintase (STS).
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GLOSSARIO

Agonista — Substancia que mimetiza os efeitos de outro composto no sitio de ligacao.

Antagonista — Substancia que se opde aos efeitos, de outro composto, por meio fisiolégico ou
quimico. Também se refere ao mecanismo competitivo sobre um sitio de ligacdo, inibindo o
efeito fisioldgico.

Apoptose — Processo fisioldgico que ocorre de forma ordenada e demanda energia para a sua
execucdo (diferentemente da necrose). Estd relacionada com a manuten¢do da homeostase e
com a regulacdo fisiolégica. Também conhecida como morte celular programada. O termo ¢
derivado do grego, que referia-se & queda das folhas das drvores no outono.

Detoxificacao — Processo no qual se retira o cardter téxico de um composto. Neste trabalho,
tem carater de processo bioquimico fisioldgico para eliminacio ou conversido de substancias
téxicas no organismo.

Elicitor — Fator de origem bidtica ou abidtica capaz de estimular a sintese de fitoalexina.

Fitoalexina — Composto antimicrobiano produzido pelo fruto para aumentar a resisténcia
contra patégeno.

Fotoperiodo — Intervalo de tempo luminoso e de auséncia de luz, que regula certas respostas
fisioldgicas de sazonalidade.

Fotossistema — Unidade composta por clorofilas a e e outros pigmentos circundando
complexo protéico, inclusa na membrana dos tilacéides no cloroplasto. Esse sistema estd
envolvido nas reagdes dependentes de luz da fotossintese.

Fotossistema I — Fotossistema, presente na segunda parte do esquema Z, ¢ um centro de
reacio que tem a capacidade de oxidar fracamente e reduzir fortemente o NADP*. O
complexo protéico P700 torna-se excitado pela luz do comprimento de ondas da regido do
vermelho longo (700nm).

Fotossistema II — Fotossistema, presente na primeira parte do esquema Z, é um centro de
reacdo que tem a capacidade de reduzir fracamente e oxidar fortemente a d4gua. O complexo
protéico P680 torna-se excitado pela luz do comprimento de ondas da regido do vermelho
(680nm).

Fruto climatérico — fruto que tem a capacidade de amadurecer fora da planta, apds ter
alcancado a maturidade fisioldgica, assim ele amadurece fora da planta. Caracterizam-se por
apresentar um pico climatérico, ou seja, aumento da taxa respiratdria e de producdo de etileno.

Radical livre — Considera-se radical livre qualquer espécie quimica que contenham um ou
mais elétrons desemparelhados, podendo ser produtos de oxidagdo lipidica, compostos
nitrogenados, entre outros, mas principalmente as espécies reativas de oxigénio.

Temperatura minima de seguranca — Para cada fruto ha uma temperatura minima de
seguranga (TMS) ja determinada, na qual a respiracdo € reduzida ao minimo pela diminuicdo
da temperatura e ndo ocorre o desenvolvimento dos sintomas de dano pelo frio.

Xenobiotico — Estranho ao organismo. Neste trabalho tem a conota¢do de substancia estranha
ao metabolismo animal.

Rota xenobidtica — Rota metabdlica desenvolvida por um organismo para eliminagdo de um
xenobidtico do sistema.
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