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Resumo — O objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito da aplicagdo de compostos salicilados sobre a tolerancia
de nésperas ao frio e verificar se este efeito eata relacionado a modulagdo de enzimas do metabolismo secundario.
Nésperas foram imersas em agua (controle) ou em solugdes que continham acido salicilico (1 ou 10 mmol L), ou
foram expostas a 0,05 mmol L' de metil salicilato, antes de serem armazenadas a 1°C por 60 dias. A inibi¢do da
atividade da fenilalanina amodnia-liase, peroxidase e polifenoloxidase, pelo metil salicilato, aumenta a tolerancia
de nésperas ao frio, o que torna possivel estender o armazenamento dos frutos por até dois meses a 1°C.

Termos para indexa¢do: Eriobotrya japonica, compostos salicilados, escurecimento interno.
Salicylates compounds and the loquat fruit tolerance to chilling

Abstract — The objective of this work was to evaluate the effect of the application of salicylate compounds on loquat
fruit tolerance to chilling and to verify whether this effect is related to modulation of secondary metabolism enzymes.
Loquat fruit were immersed in water (control) or in solutions containing 1 or 10 mmol L salicylic acid, or they were
treated with 0.05 mmol L' methyl salicylate before storage at 1°C for 60 days. The inhibition of the phenylalanine
ammonia-lyase, peroxidase and polyphenoloxidase enzyme activity by methyl salicylate, increases the loquat fruit

tolerance to cold, which makes it possible to extend fruit storage period for up to two months at 1°C.

Index terms: Eriobotrya japonica, salicylate compounds, internal browning.

A refrigeragdo constitui a principal estratégia empregada
para estender a vida de prateleira de frutos apds a colheita.
No entanto, o uso desta tecnologia ¢ limitado para grande
parte dos frutos de origem tropical, que ndo toleram
temperaturas inferiores a 10°C. Em nésperas, (Eriobotrya
Jjaponica Lindl.), o estresse desencadeado pelo frio pode
ocasionar o enrijecimento € o escurecimento interno da
polpa e também aumentar a suscetibilidade aos fungos
(Cai et al.,, 2006; Edagi et al., 2009). O aparecimento
desses danos deprecia a qualidade e resulta em sérias
implicacoes a comercializacdo e aceitagdo dos frutos pelos
consumidores. Por esta razdo, diversos tratamentos tém
sido testados para evitar ou diminuir o aparecimento desses
danos em nésperas e outras espécies sensiveis ao frio (Cai
et al., 2006; Edagi et al., 2009, 2010; Sestari et al., 2010).

Embora haja estudos que indicam que o acido jasmonico
e as poliaminas podem reduzir o impacto de diferentes
tipos de estresse em plantas, outros reguladores vegetais
ainda permanecem pouco explorados (Wang et al., 2006).
Ja foi demonstrado que o acimulo de acido salicilico
nos tecidos danificados de plantas ¢ necessério para a

inducdo de mecanismos de defesa contra agentes bidticos.
Recentemente, foi sugerido que o acido salicilico também
pode aumentar a tolerancia de plantulas e de frutos ao frio
(Kangetal.,2003; Wang et al., 2006). Embora esses estudos
atribuam a maior tolerancia ao frio ao acimulo de proteinas
de choque térmico e a elevagao da atividade antioxidante,
ainda se desconhece o mecanismo de tolerancia ao ftio
mediado pelos compostos salicilados.

O objetivo deste trabalho foi verificar se a aplicagdo
de compostos salicilados pode aumentar a tolerancia de
nésperas ao frio e se este efeito esta relacionado a modulagao
da atividade de enzimas do metabolismo secundario.

Frutos da cultivar Fukuhara de néspera foram colhidos
em regido produtora do estado de Sdo Paulo, selecionados
e divididos aleatoriamente em quatro lotes de frutos, aos
quais foram aplicados os seguintes tratamentos: imersao
em agua destilada durante 5 min (controle), imersdo em
solugdo a 1 ou 10 mmol L'de acido salicilico durante
5 min e exposi¢do a 0,05 mmol L' de metil salicilato
por 16 horas. A temperatura do ar e das solugdes de
imersdo foi de 20°C. Apos os tratamentos, os frutos
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foram acondicionados em embalagens de tereftalato de
polietileno (PET), embalados com filme de policloreto de
vinila (PVC) com espessura de 14 um e armazenados por
60 dias a 1£0,5°C, com 90+5% de umidade relativa do
ar.

Os indices de escurecimento interno e de frutos podres
foram determinados de acordo com a area da superficie
afetada: 0, ausente; 1, <5%; 2, 5-25%; 3, 25-50%; ¢ 4,
>50%. Ambos os indices foram calculados por meio da
formula: Indice = (Z notas x niimero de frutos afetados)/
(4 x total de frutos da amostra). As atividades especificas
das enzimas fenilalanina amonia-liase, peroxidase e
polifenoloxidase foram determinadas segundo Edagi et al.
(2009). Para a extracao da fenilalanina amdnia-liase, 2 g de
polpa foram macerados com tampao borato a 0,2 mol L.
O homogeneizado foi centrifugado a 10.000 g por
20 min, a 4°C e filtrado em 14 de vidro para formar o
extrato. Adicionou-se, entdo, 1 mL de tampdo borato a
0,2 mol L' a 1 mL de extrato. Em seguida, as amostras
foram colocadas em banho-maria a 36°C, durante 5 min.
Foi adicionado 1 mL de fenilalanina (100 mmol L),
e os tubos foram incubados em banho-maria, a 36°C,
durante 1 hora. A reagdo foi parada, tendo-se adicionado
HCI 6 N. A leitura foi realizada em espectrofotdmetro
em 290 nm. Para a extragdo da polifenoloxidase e
peroxidase, 2 g de polpa foram macerados com tampao
fosfato de sodio (0,1 mol L', pH 6), e o homogeneizado
foi centrifugado a 10.000 g durante 15 min, a 4°C. Para
mensurar a atividade da polifenoloxidase, foi adicionado
0,5 mL de solugdo de pirocatecol (100 mmol L) a
1,5 mL de extrato e 1 mL de tampao fosfato de sodio.
Apos 2 min a 25°C, as leituras foram realizadas em
espectrofotometro em 410 nm. Para a quantificacdo
da atividade da peroxidase, foi adicionado 0,5 mL de
solugdo a 1 mL do extrato que continha 20 mmol L' de
peroxido de hidrogénio e tampéo fosfato (0,2 mol L' e
pH 6,7), além de solugdo a 4 mmol L' de aminoantipirina
e 10 mmol L' de pirocatecol. A soluggo foi incubada em
banho-maria a 30°C, durante 5 min. A reacao enzimatica
foi interrompida com alcool etilico. A leitura foi realizada
em espectrofotometro em 505 nm. A atividade das trés
enzimas foi expressa em unidades (U) por grama de
polpa, em que 1 U corresponde ao aumento de 0,01 na
absorbancia por minuto. Utilizou-se o delineamento
experimental inteiramente casualizado, com 4 repeticoes
de 12 frutos. Os dados com a distribui¢do binomial foram
transformados pela formula arco seno (x/100)%°, para
serem normalizados. Os dados obtidos com distribuigao
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normal, juntamente com os dados transformados, foram
submetidos & ANOVA, e as médias foram comparadas
pelo teste de Tukey, a 5% de probabilidade.

Verificou-se que o tratamento de nésperas 'Fukuhara'
com 0,05 mmol L' de metil salicilato, antes da
refrigeragdo, foi capaz de reduzir significativamente a
incidéncia de danos causados pelo frio nos frutos, o que
possibilita estender o armazenamento refrigerado por
até dois meses a 1°C (Figura 1). A imersdo dos frutos em
solucdes com 1 ou 10 mmol L de 4cido salicilico também
mostrou ser capaz de reduzir o escurecimento interno
dos frutos por até 45 dias a 1°C. No entanto, ao final
do armazenamento, apenas os frutos tratados com metil
salicilato apresentavam escurecimento interno dentro
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Figura 1. indice de podridio (A) e de escurecimento interno
(B), em nésperas tratadas com acido salicilico (AS) ou metil
salicilato (MeSA), armazenadas a 1°C durante 60 dias.
M¢dias seguidas de letras iguais, no mesmo periodo, ndao
diferem pelo teste de Tukey, a 5% de probabilidade.
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do limite aceitavel para comercializacao (indice <0,5).
Apesar de os frutos tratados com 10 mmol L' de acido
salicilico também exibirem indice de escurecimento
interno inferior ao observado nos frutos controle aos 45
e 60 dias, essa concentragdo molar de acido salicilico
tornou os frutos mais suscetiveis as podriddes. A reducao
da concentragdo da solugdo de imersdo para 1 mmol L' de
acido salicilico também mostroundo ser efetivano controle
de podridoes e na redugdo do escurecimento interno da
polpa, pois os indices relativos a esses parametros nao
diferiram significativamente dos observados aos 60 dias
nos frutos nao tratados (Figura 1). Uma das possiveis
razdes para a baixa efetividade do acido salicilico pode
ser a superficial ou insuficiente penetragdo do produto no
tecido do fruto, quando aplicado por meio da imersdo.
Além disso, o fato de a solugdo de imersao ter removido
a pilosidade natural da epiderme e favorecido o acimulo
de 4gua na regido apical dos frutos também pode ter
contribuido para a maior ocorréncia de podriddes. Essa
regiao do fruto foi o local onde, na maioria dos casos,
também teve inicio o desenvolvimento fungico.

Nos frutos tratados com 10 mmol L' de &cido
salicilico, o acréscimo da incidéncia de podriddes,
observado a partir dos 45 dias de armazenamento,
coincidiu com uma abrupta eleva¢do na atividade da
fenilalanina amonia-liase, especificamente aos 60 dias
de armazenamento. Nos demais tratamentos, entretanto,
a atividade desta enzima ndo diferiu da observada no
controle. Esse resultado mostra que a atividade da
fenilalanina amonia-liase ndo foi influenciada pela
aplicagdo de baixas concentragdes de acido salicilico ou
metil salicilato. Além disso, altas concentrag¢oes de acido
salicilico ocasionam toxidez aos tecidos e tornam os
frutos mais sensiveis a estresses bioticos. Por esta razao,
pode-se inferir que a elevacao na atividade da fenilalanina
amonia-liase, durante o armazenamento refrigerado, ndo
foi uma resposta associada a tolerancia dos frutos ao frio,
mas uma resposta de defesa contra a infecgdo fingica.

A peroxidase esta associada a reagdes de oxidagdo
e acumulacdo de compostos fendlicos e, assim como a
fenilalanina amonia-liase e a polifenoloxidase, também
estd envolvida em processos de inducao de resisténcia
em plantas (Mohammadi & Kazemi, 2002). Foi
verificado que os indices de escurecimento interno e de
frutos podres foram menores nos frutos tratados com
0,05 mmol L' de metil salicilato e coincidiram com a
menor atividade da peroxidase e polifenoloxidase ao
final do armazenamento (Figuras 1 e 2). Considerando-

se que a elevacdo da atividade destas enzimas esta

\

diretamente associada a perda da compartimentagdo
celular, acredita-se que a maior tolerancia ao frio,
observada nos frutos tratados com metil salicilato, pode

707 A
60
50

40

PAL (Ug))

30 b

POD (U g")

PPO (U g")

a
6 a
a
5.
4
a b
34 a
2 ab

24 aaaa
H aaaa
of T : :

0 15 30 45

Dias
(M Controle B 1mmol L' AS O 10mmol L' AS [00,05mmol L' MeSA|

T
60

Figura 2. Atividade da fenilalanina amoénia-liase — PAL
(A), peroxidase — POD (B) e polifenoloxidase — PPO (C),
em polpas de nésperas tratadas com acido salicilico (AS)
ou metil salicilato (MeSA), armazenadas a 1°C durante 60
dias. Médias seguidas de letras iguais, no mesmo periodo,
ndo diferem pelo teste de Tukey, a 5% de probabilidade.
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ser decorrente de uma maior preservacao da integridade
celular desses frutos. A aplicagdo de 0,05 mmol L' de
metil salicilato aumenta a tolerancia de nésperas ao
frio, o que possibilita aumentar o armazenamento por
até dois meses a 1°C.
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