Indugao de resisténcia a podridao-amarga em macas
pelo uso de eliciadores em pés-colheita
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Resumo — O objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito dos eliciadores acibenzolar-S-metilico (ASM) e
proteina harpina, aplicados em pos-colheita, na indugao de resisténcia sistémica a podriddo-amarga em magas.
Realizaram-se ferimentos mecanicos em macas 'Royal Gala' seguidos da aplicacao dos eliciadores. Doze horas
depois, procedeu-se a inoculacao do fungo Colletotrichum gloeosporioides. Apds 72 horas, realizaram-se as
avaliacdes quanto a area lesionada e ao nimero de esporos, bem como a coleta de tecido dos frutos para
quantificacdo de proteinas, agticares totais e redutores, fenois totais, e para determinago da atividade das enzimas
fenilalanina amonia-liase, superéxido dismutase, catalase, peroxidase e ascorbato peroxidase. A harpina e, em
menor grau, 0 ASM proporcionaram aumento da atividade da enzima peroxidase e a consequente redugdo da
area lesionada e da esporulacdo de C. gloeosporioides nas magas. Esses eliciadores podem ser utilizados como
ferramenta de controle no manejo integrado da podridao-amarga, em pos-colheita de macas 'Royal Gala'.

Termos para indexacdo: Colletotrichum gloeosporioides, acibenzolar-S-metilico, enzimas antioxidativas,
proteina harpina, resisténcia sistémica adquirida.

Induction of resistance to bitter rot in apples by the use
of elicitors in the postharvest

Abstract — The objective of this work was to evaluate the effect of the protein elicitors acibenzolar-S-methyl
(ASM) and harpin, applied during the postharvest handling, on a systemic resistance induction to bitter rot
on apple. Mechanical injury were made on 'Royal Gala' apples, followed by application of the elicitors.
Twelve hours later, inoculation of Colletotrichum gloeosporioides was performed. Seventy-two hours later,
evaluations were done for the injured area and the number of spores, and tissue samples were taken to
determine the contents of proteins, total and reducing sugars, total phenolics, and the activity of phenylalanine
ammonia-lyase, superoxide dismutase, catalase, peroxidase, and ascorbate peroxidase enzymes. Harpin, and
to a lesser extent, ASM increased the activity of peroxidase enzyme and, in consequence, reduced the injured
area and sporulation caused by C. gloeosporioides in apples. These elicitors could be used as a control tool in
the integrated management of bitter rot in the postharvest handling of 'Royal Gala' apples.

Index terms: Colletotrichum gloeosporioides, acibenzolar-S-methyl, antioxidative enzymes, harpin protein,
systemic acquired resistance.

Introducio

A podridao-amarga, causada pelo  fungo
Colletotrichum gloeosporioides, é a principal doenca
p6s-colheita em macas da cultivar Gala (Rizzon et al.,
2005). Os frutos se tornam mais suscetiveis a doenga
a medida em que amadurecem, mas a infeccdo pode
ocorrer ainda no inicio do desenvolvimento do fruto.
Ferimentos facilitam a infeccdo. Os sintomas aparecem
na epiderme dos frutos, na forma de lesdes circulares,
de cor parda ou marrom, deprimidas no centro. Os
conidios do fungo se desenvolvem sobre estas lesoes,

tém coloracao alaranjada e sdo dispersos principalmente
pela agua. Durante o periodo de repouso vegetativo da
macieira, o fungo sobrevive em frutos mumificados e
cancros nos ramos (Boneti et al., 2002).

A principal forma de controle da podriddo-amarga
¢ a aplicacdo de fungicidas sintéticos em pré-colheita
(Boneti et al., 2002). O uso indiscriminado desses
fungicidas pode deixar residuos nos frutos e selecionar
o fungo quanto a resisténcia aos ingredientes ativos
utilizados. Isto tem estimulado a pesquisa de métodos
alternativos de controle em pds-colheita (Felipini & Di
Piero, 2009).
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Uma das alternativas estudadas atualmente ¢ a
aplicagdo de compostos quimicos eliciadores que
desencadeiam a ativagdo de varios genes nas plantas.
Como resultado, ocorrem a sintese e a acumulagdo
de metabolitos secundarios (fitoalexinas e compostos
fendlicos), macromoléculas estruturais (calose, lignina
e glicoproteina rica em hidroxiprolina), acidos salicilico
e jasmonico, que funcionam como: sinalizadores para
a expressao de proteinas relacionadas a patogenicidade
(proteinas-RP), inibidores de enzimas e como enzimas
hidroliticas e do metabolismo secundario (Durrant
& Dong, 2004; Jalali et al., 2006). Outro mecanismo
ativado pelos eliciadores ¢ a geracdo de espécies
reativas de oxigénio (ERO), tais como perdxido
de hidrogénio (H,0O,), anion superoxido (O,) e
hidroxila (OH"), as quais causam danos irreparaveis
as membranas celulares. Para reduzir estes danos,
a célula ativa mecanismos de destoxificagdo, com a
ativacdo de enzimas, como: a superéxido dismutase,
que age como um catalisador da dismuta¢do do Oy
e HO," a H,O, (Alscher et al., 2002; Marchese et al.,
2008); a catalase e a ascorbato peroxidase, que atuam
na destoxificagdo do H,O, em H,O e O, (Mittler et al.,
2004); e a peroxidase, que atua na remocao do H,O,
(Meriga et al., 2004), na oxidagao de fenois, na sintese
de compostos fendlicos toxicos aos fungos e na sintese
de lignina (Hsu & Kao, 2003; Campos et al., 2004).

O eliciador comercial mais estudado na atualidade
€ o composto sintético acibenzolar-S-metilico (ASM),
analogo ao acido salicilico que gera um sinal sistémico
de transducdo de genes que codificam proteinas-RP
e enzimas relacionadas a produgdo de fitoalexinas
e lignina (Danner et al., 2008; Goellner & Conrath,
2008). No Brasil, o ASM ¢ liberado para aplicagao
foliar em algodoeiro, batateira, cacaueiro, citros,
feijoeiro, meloeiro e tomateiro (Brasil, 2012). Outro
eliciador comercial que merece destaque ¢ a harpina,
uma proteina produzida por bactérias, que ativa a
sintese de moléculas sinalizadoras, como o acido
salicilico, o acido jasmoénico e o etileno (Clarke et al.,
2005). Produtos a base de harpina s@o liberados para
uso como indutor de resisténcia nos Estados Unidos,
em todas as culturas agricolas, arvores e plantas
ornamentais (United States Environmental Protection
Agency, 2005). Estes dois eliciadores causam a redugao
de podriddes de frutos em pos-colheita (Capdeville
et al., 2003; Danner et al., 2008; Mazaro et al., 2008).
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Assim, os eliciadores fazem com que as plantas
ativem seus proprios mecanismos de defesa e, quando
expostas novamente a um fator de estresse (bidtico
ou abiotico), as plantas respondem de forma mais
rapida e efetiva ao estimulo. Este efeito ¢ denominado
de resisténcia sistémica adquirida (Durrant & Dong,
2004; Goellner & Conrath, 2008).

O objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito dos
eliciadores acibenzolar-S-metilico e proteina harpina,
aplicados em pods-colheita, na indugdo de resisténcia
sistémica a podriddo-amarga em magds da cultivar
Royal Gala.

Material e Métodos

O experimento foi desenvolvido no Laboratério
de Bioquimica e Fisiologia Vegetal da Universidade
Tecnologica Federal do Parana, Campus Pato Branco,
estado do Parana. Foram colhidos frutos da cultivar de
macieira Royal Gala, oriundos de pomar no Municipio
de Palmas, PR. Os procedimentos metodoldgicos
foram baseados nos descritos por Danner et al. (2008).
Os frutos foram selecionados quanto a homogeneidade
de tamanho, grau de maturagdo e boa sanidade,
desinfestados superficialmente com imersdo em
hipoclorito de s6dio a 0,5%, por 3 min, e lavados
em agua corrente. Em seguida, foram deixados para
secar a temperatura ambiente, por 10 min. Foram
realizados ferimentos em dois lados opostos dos frutos,
localizados na por¢do equatorial, com profundidade
de 1 cm, com uso de um perfurador com 5 agulhas de
0,25 mm de diametro.

Realizou-se a pulverizagdo de 1 mL de solugdo
aquosa, que continha os eliciadores, sobre a
superficie total dos frutos, com uso do borrifador.
O acibenzolar-S-metilico (ASM) foi aplicado a
concentragdo de 50 mg L' do i.a, com utilizagdo do
produto comercial Bion (Syngenta Crop Protection,
Miinchwilen, Suig¢a). A harpina foi aplicada a
concentracdo de 80 mg L', com utilizacdo do ProAct
(Eden Bioscience Corp., Bothell, WA, EUA). Os frutos
da testemunha foram pulverizados com 1 mL de agua
destilada.

Os frutos foram acondicionados sobre anéis
de policloreto de vinila (PVC), de 50 mm de
diametro € 2,0 cm de altura, contidos em caixas de
plastico (23x17x10 cm) forradas com papel-toalha
umedecido, para formar uma camara imida. As caixas,
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hermeticamente fechadas, foram mantidas em
camara de crescimento (B.O.D.), com temperatura
controlada (24+4°C) e fotoperiodo de 12 horas, sem
controle da umidade relativa. Depois de 12 horas de
acondicionamento nas caixas, foi realizada a inoculacao
de C. gloeosporioides nos frutos, com a aplicacao de
0,2 mL da suspensao de esporos a 10° mL!, em cada
lado do fruto. O fungo foi isolado de magas 'Royal
Gala' com sintomas tipicos da podriddo-amarga.
Para o preparo da suspensao, realizou-se a coleta de
conidios dos frutos, com o auxilio de pincel, o qual
foi mergulhado em um frasco com 10 mL de agua
destilada. A concentracdo final de esporos foi definida
com a utilizacdo da camara de Neubauer.

Os frutos foram avaliados 72 horas apos a inoculagdo.
Para a quantificacdo da area da superficie dos frutos
lesionada por C. gloeosporioides, mediram-se quatro
raios, a partir do centro da lesdo, nas diregdes superior,
inferior, esquerda e direita, em ambos os lados dos
frutos, com paquimetro digital. Para o calculo da area
lesionada, foi utilizada a formula da area do circulo
A=mr’,em que r é o raio médio da lesdo. Utilizaram-se
os dados de area lesionada, para calcular a eficiéncia
de controle dos tratamentos, com base na equagio,
E=[(A: - A, x 100] /A,, em que: E, eficiéncia (%);
A, = area lesionada no tratamento testemunha; A., area
lesionada no tratamento com eliciador. Para a contagem
de esporos, foi realizada a raspagem com estilete, em
1,0 cm?, no centro de cada lesdo. Em seguida, o estilete
foi mergulhado em um frasco com 10 mL de agua
destilada esterilizada. A quantificacdo do numero de
esporos na suspensao foi feita com uso de camara de
Neubauer.

Efetuou-se, também, a coleta de pedagos dos frutos
de 1,0 cm?e 6,0 mm de profundidade, naregido limitrofe
a lesdo. Estes pedagos foram acondicionados em
sacos de plastico devidamente lacrados, identificados
e armazenados em freezer a -40°C. Posteriormente,
realizou-se, por meio de espectrofotometria, a
quantificag@o dos teores de: proteinas totais (Bradford,
1976), acticares totais (Dubois et al., 1956), acticares
redutores (Miller, 1959), fenois totais, de acordo com
método adaptado de Nozella (2001), e atividades das
enzimas catalase e peroxidase (Peixoto et al., 1999),
ascorbato peroxidase (Koshiba, 1993), superoxido
dismutase (Giannopolitis & Ries, 1977) e fenilalanina
amonia-liase, de acordo com método adaptado de
Zucker (1965).

Utilizou-se o delineamento experimental inteira-
mente casualizado com tré€s repeti¢des (bandejas) de
quatro frutos cada. Os dados obtidos foram submetidos
a analise de varidncia, ¢ a comparagdo de médias
foi realizada por meio do teste de Tukey, a 5% de
probabilidade, com o programa Assistat (Silva &
Azevedo, 2002).

Resultados e Discussao

Os  eliciadores  promoveram a  redugdo
da area lesionada por C. gloeosporioides.
O acibenzolar-S-metilico reduziu a area lesionada
dos frutos em 36,9%, enquanto a harpina a reduziu
em 45,9%. Porém, apenas os frutos com aplicacdo
de harpina tiveram area lesionada significativamente
menor do que a testemunha, mas os dois eliciadores
ndo diferiram entre si (Tabela 1). A esporulacdo do
fungo foi significativamente menor com o uso dos
eliciadores, em comparagao a testemunha, com reducao
de mais de 50% com uso do ASM e mais de 60% com
a harpina. Resultados semelhantes foram encontrados
por Danner et al. (2008), que observaram redugdo das
lesdes e da esporulagdo de Monilinia fructicola em
péssegos tratados em pos-colheita com ASM e harpina.
Capdeville et al. (2003) também observaram reducao
da incidéncia e severidade dos danos de Penicillium
expansum em magas tratadas em pré e pos-colheita
com harpina. Além disso, Mazaro et al. (2008), com
o uso de ASM em pré e pos-colheita de morangos,
observaram reducao da incidéncia da podriddo causada
por Botrytis cinerea.

Mesmo com a redug¢do do desenvolvimento de
C. gloeosporioides nas magas, todos os frutos foram

Tabela 1. Arca lesionada, eficiéncia de controle e
concentrag¢do de esporos em magas 'Royal Gala', tratadas e
ndo tratadas com eliciadores acibenzolar-S-metilico (ASM)
¢ harpina, submetidas a inoculacdo de Colletotrichum
gloeosporioides em pos-colheita®.

Eliciador Area Eficiéncia de Concentragdo
lesionada controle
(cm?) (%) (Esporos x 10* mL™")

Testemunha 7,7a - 97,5a

ASM 4,8ab 36,9 47,5b
Harpina 4,1b 45,9 36,5b
Médiat+desvio-padrao  5,5+1,9 41,4+14,1 60,5+29,3

CV (%) 20,6 35,7 15,8

(IMédias seguidas por letras iguais ndo diferem entre si pelo teste de Tukey,
a 5% de probabilidade.
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acometidos pela podridio-amarga, em maior ou
menor escala, o que depreciou sua qualidade para
comercializagdo in natura. O desenvolvimento do
fungo foirelativamente rapido, emrazao das condig¢des
utilizadas no experimento, como alta concentragdo
do inoéculo (10° esporos mL™1), cultivar suscetivel a
doenga (Royal Gala), temperatura alta (24+4°C) e
formacao de cdmara umida. Capdeville et al. (2003)
verificaram que o grau de protecdo resultante da
resisténcia sistémica adquirida, eliciada por harpina
em macads, variou de acordo com a concentragdo do
eliciador e do inoculo do fungo P. expansum, com o
intervalo de tempo entre a aplicacdo do eliciador e
a inoculacdo do fungo e com o gendtipo utilizado.
Além disso, estes autores detectaram maior efeito de
indugdo de resisténcia sist€émica em macieiras tratadas
em pré-colheita, em comparagdo ao tratamento
pos-colheita das magas.

Nao houve diferencas significativas entre a
testemunha e os eliciadores quanto ao teor de
compostos do metabolismo primario (aglcares totais,
acUcares redutores e proteinas) e do metabolismo
secundario (fenois totais) (Tabela 2).

A enzima fenilalanina amonia-liase nao foi
influenciada  significativamente pela aplicagdo

dos eliciadores, o que € coerente com o resultado
da quantificacdo de fendis totais, pois a produgido
de compostos fendlicos ¢ dependente da ativacdo
desta enzima (Danner et al., 2008; Gholizadeh &
Kohnehrouz, 2010). Observou-se que os eliciadores
ASM e harpina tiveram valores numericamente
maiores em comparagdo a testemunha, no que se
refere a atividade das enzimas do estresse oxidativo:
superoxido dismutase, catalase e peroxidase. Uma
excecao foi a enzima ascorbato peroxidase que, nas
magcas tratadas com harpina, foi numericamente menor
do que na testemunha. Houve diferenca significativa
entre os tratamentos apenas quanto a atividade da
enzima peroxidase, para a qual o eliciador harpina
proporcionou maior atividade em comparagdo a
testemunha ¢ ao eliciador ASM. Embora o eliciador
ASM ndo tenha tido efeito significativo em relagdo a
testemunha, o valor numérico de atividade da POD foi
trés vezes maior (Tabela 3).

Nao foi detectada diferenca significativa entre os
frutos tratados e ndo tratados com eliciadores quanto
a atividade das enzimas fenilalanina amonia-liase,
superoxido dismutase, catalase e ascorbato peroxidase,
provavelmente, pelo fato de a atuagdo das enzimas ja
estar reduzida no momento da avaliagao (72 horas apds

Tabela 2. Teores de agticares totais, aguicares redutores, proteinas e fenois totais de mag¢as 'Royal Gala', tratadas e nao tratadas
com eliciadores acibenzolar-S-metilico (ASM) e harpina, submetidas a inocula¢do de Colletotrichum gloeosporioides em

pos-colheita.

Eliciador Acgucares totais Agucares redutores Proteinas Fendis totais
(mg g

Testemunha 2,65m™ 0,0026™ 3,41 4,44

ASM 3,29 0,0023 3,14 5,51

Harpina 2,95 0,0033 3,90 4,37

Média+desvio-padrao 2,96+1,0 0,0027+0,0007 3,48+1,0 4,77+0,84

CV (%) 25,2 20,2 15,8 15,8

"Nao significativo pelo teste F, a 5% de probabilidade.

Tabela 3. Atividade catalitica de enzimas do metabolismo secundario de magas 'Royal Gala', tratadas e ndo tratadas com
eliciadores acibenzolar-S-metilico (ASM) e harpina, submetidas a inocula¢do de Colletotrichum gloeosporioides em

pés-colheita®.

Eliciador PAL SOD CAT POD APX
(kat kg x 10°) (U pgh (ukat pg' x 104)

Testemunha 1,27 108,6™ 16,4 0,82b 0,46™

ASM 2,19 129,7 24,6 2,47b 0,61

Harpina 0,54 133,6 23,0 5,76a 0,15

Média+desvio-padrao 1,33+0,58 124,0+50,9 21,3484 3,02+0,89 0,41+0,18

CV (%) 47,5 46,4 43,5 33,0 53,5

(DMédias seguidas de letras iguais ndo diferem pelo teste de Tukey, a 5% de probabilidade. ™“Néo significativo pelo teste F, a 5% de probabilidade. PAL,
fenilalanina amonia-liase; SOD, superoxido dismutase; CAT, catalase; POD, peroxidase; APX, ascorbato peroxidase.

Pesq. agropec. bras., Brasilia, v.48, n.3, p.249-254, mar. 2013
DOI: 10.1590/S0100-204X2013000300002


http://dx.doi.org/10.1590/S0100-204X2013000300002

Inducdo de resisténcia a podriddo-amarga em macgas 253

a inoculagdo do fungo e 84 horas apos a aplicagdo dos
eliciadores e de ferimentos nos frutos).

Assim, 0 aumento da atividade da enzima peroxidase
foi o principal efeito de indugdo da resisténcia
sistémica verificado no presente trabalho. Isto explica
a reducdo da area lesionada e da esporulagdo de
C. gloeosporioides, pois a peroxidase atua na sintese
de compostos fenodlicos que s3o diretamente toxicos
aos fungos, como os acidos clorogénico, cafeico e
ferulico, e na sintese de lignina, a qual fortalece as
paredes celulares e serve de barreira fisica ao avango
da infeccdo do fungo nas células vizinhas aquelas
infectadas (Hsu & Kao, 2003; Resende et al., 2003;
Campos et al., 2004).

Danner et al. (2008) atribuiram a redugdo da area
lesionada em péssegos e da esporulacdo do fungo
M. fructicola a atividade da fenilalanina amonia-liase.
Estaenzima desempenha um papel-chave nabiossintese
de fenilpropanoides, por catalisar a desaminacdo
da L-fenilalanina para acido transcinamico.
Em consequéncia, ocorre a sintese de fitoalexinas e
lignina, fenol que confere maior resisténcia a parede
celular, o que dificulta a entrada de fungos (Gholizadeh
& Kohnehrouz, 2010). Além de terem estudado frutos e
o fungo diferentes dos utilizados no presente trabalho,
Danner et al. (2008) avaliaram os péssegos 60 horas
apos a inoculacdo de M. fructicola, enquanto no
presente trabalho as macas foram avaliadas 72 horas
apos a inoculacdo de C. gloeosporioides. Isto pode
explicar os diferentes resultados encontrados quanto
ao metabolismo primario e secundario dos frutos, uma
vez que pode ter havido aumento dos compostos e
enzimas eliciados por ASM e harpina, anteriormente
ao momento da avaliagcdo das macas.

Felipini & Di Piero (2009) constataram reducgao
das lesoes por C. acutatum (também causador da
podriddo-amarga), em frutos da cultivar de maca Fuji,
submetidos a imersdo em solu¢des com diferentes
concentracdes de quitosana, em pds-colheita. Segundo
os autores, a quitosana ndo aumentou a atividade da
enzima peroxidase em magas, mas reduziu a severidade
da doenga nos frutos, a germinacdo dos conidios
e o crescimento micelial do fungo. Liu et al. (2007)
observaram que a quitosana afetou a integridade
da membrana plasmatica das células dos fungos
P. expansum e B. cinerea, com consequente reducao da
germinagao de conidios.

Os celiciadores harpina e, em menor grau, o
ASM podem ser utilizados no manejo integrado da
podriddo-amarga em mag¢as, uma vez que reduzem
o desenvolvimento do fungo C. gloeosporioides em
pos-colheita. Este efeito foi resultante, principalmente,
do aumento da atividade da enzima peroxidase, que
caracterizou a ocorréncia da inducdo de resisténcia
sistémica adquirida.

Sugere-se que futuros estudos procurem potencializar
os efeitos da harpina pelo uso na pré-colheita da
macieira, conforme Capdeville et al. (2003), e pela
aplicagdo conjugada de quitosana, outro eliciador que
mostrou efeito de inducdo da resisténcia sistémica ¢
controle de C. gloeosporioides em pos-colheita de
magas (Felipini & Di Piero, 2009).

Conclusao

Aharpinae,emmenor grau, o acibenzolar-S-metilico,
aplicados em pos-colheita de magas da cultivar Royal
Gala, proporcionam aumento da atividade da enzima
peroxidase e consequente redugdo da esporulagdo de
Colletotrichum gloeosporioides e da area lesionada
pelo fungo no fruto.
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