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Efeito do metil jasmonato no controle da antracnose em goiabas ‘Kumagai’ e
‘Pedro Sato’

RESUMO

Os reguladores vegetais vém sendo utilizados como método alternativo no
controle de doengas pds-colheita. O metil jasmonato (MJ) é um composto reconhecido
como horménio vegetal que induz a expressdo de diversos genes relacionados a defesa
contra estresses. O objetivo do trabalho foi avaliar o controle da antracnose em goiabas
‘Kumagai’ e ‘Pedro Sato’ tratadas com MJ. As goiabas (Psidium guajava L.) foram
colhidas nos estadios de amadurecimento verde e amarelo, de acordo com a cor da
casca. No primeiro experimento, os frutos foram tratados com 1 e 10 pmol L™ de MJ
por volatilizacdo em tambores herméticos (200 L) com circulacdo de ar por 24 horas, e
em seguida, armazenados a 25 °C e 80 a 90% de umidade relativa. Os frutos foram
inoculados com Colletotrichum gloeosporioides (10° conidios.mL™) 24 e 48 h apés o
tratamento com MJ, sendo avaliados, durante o amadurecimento, a incidéncia e a
severidade da antracnose. Baseado no resultado do primeiro experimento, um segundo
experimento foi realizado com goiabas ‘Kumagai’ colhidas no estadio amarelo, tratadas
com 1 umol L™ de MJ e inoculadas ap6s 48 horas. Além das analises de incidéncia e
severidade, foram determinadas as atividades das enzimas fenilalanina amonia-liase
(PAL), peroxidase (POD) e polifenoloxidase (PPO) durante o amadurecimento dos
frutos. A aplicacdo de MJ, independentemente da dose, ndo foi efetiva no controle de
antracnose em goiabas ‘Pedro Sato’ colhidas nos estadios amarelo e verde, inoculadas
24 ou 48 horas apés o tratamento com o regulador. Em goiabas ‘Kumagai’ houve
influéncia do MJ quando este foi aplicado em frutos colhidos no estadio amarelo e
inoculados ap6s 48 horas do tratamento com o regulador. A aplicacéo de 1 umol L™ de
MJ em goiabas ‘Kumagai’ reduziu a severidade das lesdes no oitavo dia de
armazenamento; em média as lesdes nesses frutos foram 30% menores em relagdo aos
demais tratamentos. Influéncia semelhante foi observada para a incidéncia, que
apresentou uma reducdo de 50% no numero de frutos doentes, no quarto dia de
armazenamento. No segundo experimento, o tratamento com 1 pumol L™ de MJ teve
pouco efeito na reducdo da severidade da antracnose, e ndo interferiu na incidéncia da

doenga. Ndo houve alteracdo na atividade da PAL, POD e PPO em funcdo do



tratamento com o regulador. Conclui-se que a aplicagdo de 1 e 10 pmol L™ de MJ ndo

controlou a antracnose em goiabas ‘Kumagai’ e ‘Pedro Sato’.

Palavras-chave: Colletotrichum gloeosporioides, Psidium guajava L., doenca, pés-
colheita.



Effect of methyl jasmonate on anthracnose control in ‘Kumagai’ and ‘Pedro
Sato’guavas

ABSTRACT

Plant growth regulators have been used as an alternative method on postharvest
disease control. Methyl jasmonate (MJ) is a compound recognized as a plant hormone
that induces expression of several genes related to defense against stress. The aim of
this research was to evaluate the anthracnose control in ‘Kumagai’ and ‘Pedro Sato’
guavas treated with MJ. Guavas (Psidium guajava L.) were harvested at green and
yellow ripening stages according to the peel color. In the first assay, fruits were treated
with 1 and 10 pmol L™ of MJ in sealed containers (200 L) with air circulation for 24
hours, and then stored at 25 °C and 80-90% relative humidity. The fruits were
inoculated with Colletotrichum gloeosporioides (10° spores.mL™) 24 and 48 h after
treatment. During ripening, disease incidence and lesion diameters were evaluated.
Based on these results, a second assay was carried out with ‘Kumagai’ guavas,
harvested at yellow ripening stage and treated with 1 umol L™ of MJ. Besides analyses
of decay incidence and severity, samples were also evaluated for the activity of the
enzymes phenylalanine ammonia lyase (PAL), peroxidase (POD) and polyphenol
oxidase (PPO). The application of methyl jasmonate, regardless the dose, was not
effective in controlling anthracnose rot in ‘Pedro Sato’ guavas, at yellow and green
ripening stages, when fruits were inoculated 24 or 48 hours after treatment. In
‘Kumagai’ guavas, MJ had effect when applied on fruits harvested at yellow ripening
stage, inoculated 48 h after treatment. Application of 1 pmol L™ of MJ in ‘Kumagai’
guavas promoted reduction of injuries severity on the eighth day of storage; in average,
the lesions diameter was 30% lower compared to other treatments. Similar result was
observed for the incidence of disease, with a reduction of 50% on the fourth day of
storage. In the second assay, treatment with 1 pmol L™ of MJ had little effect on
severity and none effect on incidence of anthracnose. MJ did not influence the activity
of the enzymes PAL, POD and PPO. In conclusion, the application of 1 and 10 umol L™

did not control anthracnose in ‘Kumagai’ and ‘Pedro Sato’ guavas.

Keywords: Colletotrichum gloeosporioides, Psidium guajava L., disease, postharvest.
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1 INTRODUCAO

O Brasil produziu 345.332 toneladas de goiaba em 2012, em uma area de 15.171
hectares (AGRIANUAL, 2015). A producéo deste fruto esta concentrada nos estados de
Sdo Paulo e Pernambuco, que atingiram 125.462 e 107.196 toneladas, respectivamente.

No pais, o cultivo da goiaba é favorecido pelo grande potencial econémico e
pela facil adaptacao a diferentes condicdes edaficas e climaticas (DIAS et al., 2003). No
entanto, o clima brasileiro ideal ao cultivo da goiaba também favorece o
desenvolvimento de pragas e patdgenos que prejudicam a qualidade dos frutos ao longo
da cadeia produtiva (ZAMBOLIM & OLIVEIRA, 2003). Somado a isso, a falta de
estrutura na comercializacdo e manejo inadequado na colheita e pos-colheita causam
danos mecanicos que aumentam a suscetibilidade do fruto a fitopatdgenos (MOURA
NETO et al., 2008; ZANATTA et al., 2006; CHITARRA & CHITARRA, 2005). Os
danos causados por estes microorganismos trazem também problemas para a
exportacdo, uma vez que 0s paises importadores aplicam rigorosas barreiras
fitossanitarias, exigindo tratamentos eficazes para a desinfestacdo dos frutos
(CARVALHO, 1999).

A antracnose causada por fungos do género Colletotrichum é uma das doencas
mais importantes na cultura da goiaba, com a maior incidéncia registrada em frutos de
pomares da regido centro-oeste paulista, segundo levantamento da ocorréncia de
doencas pds-colheita (FISCHER et al., 2011). Dentre as medidas mais utilizadas para
seu controle estdo os fungicidas (FISCHER et al., 2012). O facil acesso a informacdes
sobre os efeitos nocivos destes produtos tem conscientizado e despertado a preocupagéo
do consumidor (MOREIRA et al., 2004). Seu uso irracional, ndo respeitando protocolos
de aplicacdo e os intervalos de caréncia, gera poluicdo no meio ambiente, sem garantir
seguranca alimentar (PIZA JR. et al., 2004).

Partindo deste principio, algumas estratégias alternativas aos fungicidas tém sido
investigadas. Os jasmonatos sdo um grupo de reguladores vegetais que reinem potentes
sinalizadores de varios processos fisiol6gicos, como crescimento, amadurecimento e
senescéncia (SEMBDNER & PARTHIER, 1993; CREELMAN & MULLET, 1997). O
metil jasmonato (MJ) também tem papel central como sinalizador na defesa das plantas,
ativando diferentes grupos de genes em resposta a diferentes situacOes de estresse
(CREELMAN & MULLET, 1997; SHOJI et al., 2000), como as doengas.



O MJ pode agir de forma direta no patdgeno, inibindo a germinacgéo de esporos e
diminuindo o crescimento micelial de Colletotrichum acutatum em nésperas (CAO et
al., 2007), e de Botrytis cinerea em flores (DARRAS et al., 2005), ou agir de forma
indireta, provocando aumento na atividade de enzimas chaves do metabolismo
secundario, por exemplo a fenilalanina aménia-liase (PAL — EC 4.3.1.5) (HEREDIA et
al., 2009), desencadeando a formacdo de compostos fendlicos (DROBY et al., 1999;
CHOlI et al., 2005).

A acdo do MJ varia em funcdo da concentracdo aplicada, do agente invasor, do
intervalo de tempo entre o estimulo inicial do indutor e o contato com o patégeno e das
condigbes de temperatura e luminosidade (ROHWER & ERWIN, 2008;
GLAZEBROOK et al., 2003).

Diante disso, 0 objetivo deste trabalho € testar a hipétese de que o MJ tem efeito

no controle da antracnose em goiabas ‘Kumagai’ e ‘Pedro Sato’.

2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 A cultura da goiabeira

A cultura da goiaba (Psidium guajava L.), importante segmento da fruticultura
brasileira, encontra-se em crescente expansdo, principalmente devido sua grande
aceitacdo na industria (CAMPOS, 2009). A producéo deste fruto € tipica de pequenos
produtores, contribuindo com a geracdo de empregos, além de movimentar o mercado
interno (GOIABRAS, 2004).

A goiaba pertence a familia Myrtaceae, que compreende mais de 100 géneros e
3000 espécies, e ao género Psidium, que agrupa mais de 150 espécies (OLIVEIRA &
CEREDA, 1999; PIEDADE NETO, 2003). Os frutos sdo bagas com tamanho, coloragéo
e rugosidade da casca diferente, de acordo com a variedade. As sementes correspondem
a 30% da massa do fruto que pode ter polpa branca ou vermelha (ROZWALKA, 2003).

A colheita da fruta concentra-se no periodo de janeiro a mar¢o, no entanto,
praticas culturais como irrigacdo e podas drasticas estendem a producdo para 0 ano
todo, oferecendo produtos de qualidade para o consumidor interno e externo
(POMMER et al, 2013). As variedades de polpa vermelha sdo preferencialmente
destinadas a industria, como matéria prima para doces desidratados, geleias, sorvetes,

compotas, purés e sucos e para consumo in natura no mercado interno (DIAS et al.,



2003). As goiabas de polpa branca sdo a opcdo de consumo in natura no mercado
externo (PEREIRA & MARTINEZ JR, 1986).

A goiaba ‘Kumagai’ é uma sele¢do obtida e fixada no Municipio de Campinas
de grande produtividade, os frutos sdo grandes, com peso médio de 350 g, formato
arredondado e oblongo, casca lisa, resistente e verde-amarelada quando madura. A
polpa é branca, espessa, firme, pouco &cida e com poucas sementes (PEREIRA &
NACHTIGAL, 2003). Seu cultivo visa atender a um mercado mais exigente, por isso
sua producdo exige poda drastica e ensacamento dos frutos. No polo de producdo da
regido de Campinas e Valinhos, hd predominancia dessa variedade. Atualmente,
representa a base da pequena exportacdo da goiaba brasileira, por ter vida atil pos-
colheita mais longa e aroma menos pronunciado (POMMER et al., 2006; OLIVEIRA et
al., 2006).

A goiaba ‘Pedro Sato’ ¢ originaria da variedade Ogawa N° 1 Vermelha, os frutos
sdo ovalados, 0 peso varia entre 150 a 400 g, e a casca é bastante rugosa. A polpa é
vermelha, espessa e firme, com sabor agradavel e poucas sementes. Essa variedade é
destinada preferencialmente para mesa e é bastante difundida no Estado de Séo Paulo
(PEREIRA & NACHTIGAL, 2003).

Também chamada de “maga dos tropicos”, a goiaba é muito apreciada pelo seu
alto valor nutritivo e suas caracteristicas de sabor e aroma (CHITARRA, 1996). Rica
em vitamina C (160 a 180 mg.100 g™), licopeno (53-56 pg g™*) e p-caroteno (2,3 a 12
Hg g*) destaca-se pelo elevado beneficio ao organismo humano (SOUBIHE &
GURGEL, 1962; RODRIGUEZ-AMAYA et al., 2008). Em sua composi¢cdo 80% é
agua, 11% é acucar (frutose, glicose e sacarose) e 6% fibra. Dentre 0s minerais
presentes estdo célcio, magnésio, sbédio, fosforo, potassio e, encontrado em maior
quantidade nas sementes, o ferro. Dentre as vitaminas que a compde estdo A, E e as do
complexo B, tiamina (B1), riboflavina (B2), niacina (B3) e piridoxina (B6) (PIEDADE
NETO, 2003; SARTORI, 2014).

A vida 0til das goiabas é limitada pela intensa perda de massa fresca,
amolecimento dos tecidos e alteracbes na composi¢cdo bioquimica resultantes do
processo de amadurecimento e senescéncia. Os frutos sdo muito delicados e vulneraveis
a injurias mecanicas, com durabilidade de apenas 4 dias, quando armazenadas a 21 °C e
85% UR (MORGADO et al., 2010), sendo a maioria das variedades classificadas como
climatérica (BROW & WILLS, 1983; MERCADO-SILVA et al., 1998). Ao investigar o
padrédo respiratorio da variedade Pedro Sato AZZOLINI (2002) constatou ser do tipo



climatérico, BELTRAME (2012) ndo confirmou esse resultado e alegou o oposto. Com
relacdo aos estudos feitos com a variedade Kumagai, YAMASHITA & BENASSI
(1998), descrevem o fruto como ndo climatérico, apesar de apresentar respiragdo
elevada. Para OLIVEIRA & CEREDA (1996), esta variedade de polpa branca tem
padrdo respiratério do tipo climatérico. Mais tarde, OLIVEIRA & CEREDA (1999)
observaram respiracdo menos intensa em goiabas ‘Kumagai’ quando comparadas a
goiabas ‘Pedro Sato’. Ha ainda estudos que detectaram aumento constante na produgéo
de CO; e C;H,4, com climatério apds o completo amadurecimento dos frutos, tanto na
variedade Kumagai (CAVALINI, 2008), quanto na variedade Pedro Sato (AZZOLINI et
al., 2005), demonstrando que essas variedades ndo se enquadram em nenhuma
classificacdo utilizada quanto ao padréo respiratorio.

Além do rapido amadurecimento, as injurias pelo frio e doencas podem diminuir
a vida pos-colheita de goiabas (GONZALES-AGUILAR et al., 2004; KADER, 2000).
Dentre as principais doengas que acometem o fruto na pds-colheita estdo a antracnose
(Colletotrichum gloeosporioides Penz e C. acutatum Simmonds), a pinta preta
(Guignardia psidii), a podriddo de Fusicoccum (FISCHER et al., 2012), a ferrugem
(Puccicinia psidii) e as podridoes de frutos (Phoma psidii, Macrophoma sp.,
Penicillium sp., Aspergillus sp., Rhizopus sp. e Phytophthora sp.) (ZAMBOLIM &
OLIVEIRA, 2003). Dessa forma, a tecnologia de conservacdo pds-colheita a ser
empregada deve ser eficaz em manter a qualidade e a resisténcia dos frutos as doencas
(BENATO, 1999).

2.2 Antracnose

A antracnose € uma das principais doengas pos-colheita no mundo e a mais
importante na cultura da goiabeira. Apresenta alta incidéncia em frutos da variedade
Kumagai nos mercados atacadistas CEASA (Campinas, SP) e CEAGESP (S&o Paulo,
SP) (GUIMARAES & PAZ-LIMA, 2010), ocorrendo com maior intensidade e
frequéncia em lavouras de Sao Paulo, Minas Gerais e Sul do Brasil (REIS, 2013).

O agente causal da antracnose pertence ao género Colletotrichum que agrupa
especies responsaveis por infecces em diversas culturas como maracuja-amarelo
(DUTRA, 2008), abacate (COATES et al., 1993) e manga (BATISTA, 2010). E descrito
como o mais importante entre os fungos fitopatogénicos nas regides tropicais e

subtropicais do globo. Em condi¢fes favoraveis, a antracnose pode ocasionar grandes



perdas sob temperatura moderada e alta humidade (em média 25 °C e 95% UR),
levando a surtos descontrolados em estacdes de chuva intensa (PANDEY et al., 1997,
SOARES, 2008). No cultivo da goiaba é normal o ensacamento dos frutos para evitar o
ataque de insetos e passaros, no entanto, essa pratica promove a formacdo de uma
camara Umida artificial e também contribui para o desenvolvimento da antracnose
(PICCININ & PASCHOLATI, 1997; MARTINS et al., 2007).

Colletotrichum gloeosporioides ndo é mais considerado como a Unica espécie
causadora da antracnose. DAMM et al. (2010) definem Colletotrichum gloeosporioides
como um complexo de espécies com grande diversidade genética e biologica reunidas
pela morfologia semelhante de seus conidios, entre outros pardmetros. Na goiaba, a
antracnose ocorre por infec¢des simples ou multiplas tanto de C. gloeosporioides,
guanto de C. acutatum J. H. Simmonds (SOARES et al., 2008; PERES et al., 2002).

Os sintomas caracteristicos da antracnose sdo lesdes grandes e arredondadas de
cor marrom escuro com depressdes necréticas na epiderme do fruto e producdo de
matriz mucilaginosa conidial de cor alaranjada, quando em estadio avangado (BONETT
et al., 2010). Essa matriz confere protecdo contra dessecamento, impede a germinacéo
do conidio e auxilia a adesdo do patdgeno no hospedeiro (PICCININ & PASCHOLATI,
1997).

A antracnose é classificada como uma doenca quiescente. Infec¢Bes quiescentes
na pos-colheita promovem a inibicdo do desenvolvimento do patégeno pela condicao
fisioldgica do hospedeiro, sendo assim, o apressério, que é formado na extremidade do
tubo germinativo, penetra na cuticula do fruto e permanece dormente até o inicio do
amadurecimento (JEFFRIES et al., 1990; COOPER et al., 1998). O gatilho inicial para a
germinacdo do apressorio, dando inicio a fatores de patogenicidade do fungo, pode ser
sinalizado pelo proprio hospedeiro, como a elevacdo na producdo de etileno ou a
reducdo de barreiras fisicas pré-formadas (PRUSKY, 1996).

Apoés a colheita, a resisténcia natural das plantas diminui consideravelmente,
propiciando aumento na incidéncia e na severidade de patdgenos quiescentes (TERRY
& JOYCE, 2004). Em estudo com C. gloeosporioides, PANDEY et al. (1997)
comprovaram que h& maior severidade da antracnose em frutos que sofrem danos
mecanicos, facilitando a penetracdo atraves dos ferimentos. Nas fases subsequentes de
embalagem, transporte e comercializacdo, danos como estes expdem os tecidos por
longos periodos e desencadeiam vaérias transformacfes endogenas que se refletem em

alteracGes bioquimicas no fruto, indicativas dos processos de amadurecimento e



senescéncia (PERES et al., 2002; ANDRADE et al., 2007). Nessas condicdes, 0 inicio
do desenvolvimento do patdégeno e aparecimento dos primeiros sintomas da doenga é
inevitavel. A presenca da doenga e injdrias deprecia o produto, reduzindo seu valor de
mercado, além de ser uma barreira para exportacdo (JEGER & PLUMBLEY, 1988;
BONETT etal., 2010).

Restos culturais ou plantas infectadas podem servir como fonte de indculo do
patdgeno, que atinge os frutos através de gotas de chuva, irrigacdo, vento e insetos. A
agua que entra em contato com a matriz mucilaginosa das lesdes forma uma solucédo de
conidios de alta concentracdo, propicia para o desenvolvimento da infeccdo (JEFFRIES
etal., 1990; MARTINS et al., 2007).

O controle da antracnose pode ser feito com medidas culturais de poda dos
ramos com sintomas, manutencdo da limpeza das plantas, queima dos residuos do
pomar e aplicacdo de fungicidas cupricos (PICCININ & PASCHOLATI, 1997).
Contudo, ndo existem produtos registrados para uso em pos-colheita na cultura da
goiabeira. Como consequéncia, a administracdo desses produtos é, geralmente,
inadequada, com dosagens incorretas no momento da aplicacdo, sem respeitar a
caréncia do produto (PIZA JR. et al., 2004).

O uso de embalagens que modificam a atmosfera externa acarretando a elevacgéo
do nivel de didéxido de carbono (CO,) e diminuicdo de oxigénio (O,) através da
respiracdo do produto, assim como o armazenamento dos frutos sob refrigeracdo sdo
técnicas comuns e recomendadas para muitos produtos pereciveis (CHITARRA &
CHITARRA, 2005; PARISI et al, 2012). Segundo SOARES-COLLETI &
LOURENCO (2014), o armazenamento de goiabas ‘Kumagai’ a 15 °C reduziu em 50%
a incidéncia de antrachose em comparacdo a incubacdo a temperatura ambiente.

Em goiabas, outros tratamentos alternativos pés-colheita tém sido analisados,
como o uso de absorvedores de etileno (AHLAWAT et al., 1980), célcio (XISTO, 2002;
SING et al., 1980), ceras (OJEDA, 2001; COMBRINK et al., 1990; JACOMINO et al.,
2003), reguladores de crescimento (SAHA, 1971) e tratamentos com 1-
metilciclopropeno e quitosana (SCOLFARO, 2009). Nas ultimas décadas, o uso de
agentes abidticos, como os elicitores de resisténcia sistémica, tém apresentado bons
resultados no controle de doengas e em destaque estdo o acido jasmoénico e seu derivado
metil jasmonato (GONZALEZ-AGUILAR et al., 2003; WANG & BUTA, 2003; BUTA
& MOLINE, 1998; MEIR et al., 1998).



2.3 Metil jasmonato na pos-colheita

Os jasmonatos sdo um grupo de reguladores vegetais presentes em varias
especies. O metil jasmonato (MJ) foi identificado pela primeira vez como um composto
do oleo essencial de jasmim (Jasminum grandiflorum L.), dando origem a seu nome
(DEMOLE et al., 1962), e também em alecrim (Rosmarinus officinalis L.)
(CRABALONA, 1967). O &cido jasménico (AJ) foi isolado de coldnias do fitopatdgeno
Lasiodiplodia theobromae e classificado como um inibidor de crescimento
(ALDRIDGE et al., 1971). Somente depois, foi comprovada a acdo do MJ em promover
a senescéncia de modo semelhante ao cido abscisico. Baseados neste fato, UEDA &
KATO (1979) sugeriram pela primeira vez sua classificagdo como um hormonio
vegetal.

Na planta, concentracdes micromolares de jasmonatos podem ativar expressdes
génicas diversas, variando em fungéo do tecido (CREELMAN & MULLET, 1995). Séo
comumente encontrados em tecidos em desenvolvimento, gemas apicais, pontas de
raizes, frutos imaturos e folhas jovens (SEMBDNER & PARTHIER, 1993;
CREELMAN & MULLET, 1995; KRUMM et al., 1995). Dentre os varios efeitos
fisioldgicos e bioquimicos dos jasmonatos estdo a inibicdo da abertura estomatica, a
divisdo celular, a atividade fotossintética, a formacdo de botdo floral, a germinacao de
sementes e a embriogénese (CREELMAN & MULLET, 1997; KODA, 1992;
SEMBDNER & PARTHIER, 1993). Em oposicdo, 0 acido jasmodnico e o metil
jasmonato também podem promover a senescéncia, abscisdo de folhas, degradacdo de
clorofila e a biossintese de carotendides (CREELMAN & MULLET, 1997; DAVIES et
al., 1986; KODA, 1992; SEMBDNER & PARTHIER, 1993; YAMANE et al., 1981).

Os jasmonatos sdo produtos da via Octadecandide, também chamada de via das
oxilipinas (KAZAN & MANNERS, 2008). As reagdes de biossintese sdo catalisadas
por trés enzimas principais localizadas no cloroplasto: lipoxigenase (LOX), allene oxide
synthase (AOS) e allene oxide cyclase (AOC). Os metabdlitos formados a partir de
acidos graxos poliinsaturados ou oxilipinas sdo abundantes nos cloroplastos, e incluem
o Acido Linoléico e o Acido o-Linolénico (a-Lea) (CHEONG & CHOI, 2003). Através
da atividade enzimética da LOX, esses compostos formam hidroperoxidos, que sdo
importantes substratos para diversas reag0es, como por exemplo, na formagdo dos
jasmonatos (SCHALLER & STINTZI, 2009). No cloroplasto, a enzima LOX catalisa a
reacdo de conversdo do a-Lea em acido 13-hidroperoxi-9,11,15-octadecatriendico (13-



HPOT). Em seguida, o acido 13-HPOT ¢ oxidado pela AOS, formando um 6xido de
aleno instavel, 12,13-epoxilinolénico. No citosol, este composto é convertido ao &cido
12-oxofitodiendico (12-OPDA), pela acdo da enzima AOC, considerada uma enzima
chave desta via (CREELMAN & MULLET, 1995). No peroxissomo, o acido 12-OPDA
é reduzido por uma B-oxidacéo tripla a acido jasmonico (AJ). A reacédo de esterificacdo
do AJ é catalisada pela AJ Carboxil Metil Transferase (JMT) e culmina na sintese do
metil jasmonato (MJ) (CREELMAN & MULLET, 1995; PIETERSE et al., 2012).

O MJ é o composto mais conhecido dos jasmonatos, principalmente por seu
carater volatil, que facilita a difusdo rapida através das células, promovendo respostas
celulares distantes do seu local de sintese (STASWICK, 1992; FARMER & RYAN,
1990). FIDANTSEF et al. (1999) identificaram a formag&o de inibidores de proteases 3
h depois da aplicacdo de 1 mM de AJ, ja 0 MJ gasoso induziu inibidores em menos de 1
h, quando aplicado na concentracéo de 80 nL L™ (FARMER & RYAN, 1990).

A aplicagdo deste composto em ambientes fechados com circulagéo de ar, como
camaras de armazenamento ou tambores herméticos para tratamento pos-colheita, ja
provou ser eficaz na inducéo de respostas de defesa em tomates (THALER et al., 1996)
e na indugéo de enzimas do sistema antioxidante em mamoes ‘Golden’ (MASSUCATO,
2011). No estudo com mamdes, a aplicacdo de 10 pmol L™ MJ reduziu em torno de
50% a incidéncia de Colletotrichum gloeosporioides.

MEIR et al. (1998), constataram que a aplicacdo de 200 UM em duas cultivares
de rosas reduziu em 50% a severidade das les6es do fungo Botrytis cinerea nas pétalas
das flores. DARRAS et al. (2005) obtiveram resultado semelhante apds aplicacéo de 0,1
uL L de MJ em pétalas de frésia. As flores, armazenadas a 20 °C apresentaram
reducdo de 50% na incidéncia e 48% no tamanho das lesdes de B. cinerea. O regulador
também demonstrou ser eficiente na inducdo de sintese de monoterpenos e
sesquiterpenos em Picea abies tratadas com 100 mM, que apresentaram concentragdo
duas vezes maior destes compostos que nas plantas ndo tratadas (ZENELI et al., 2006).

Os jasmonatos desempenham papel central na sinalizacdo que ativa a inducdo de
defesa das plantas e estdo envolvidos na protecdo direta contra estresses bidticos
causados por doencas (GUNDLACH et al., 1992; LOAKE, 1996; MUELLER et al.,
1993). Estudos sobre o sistema de defesa das plantas identificaram o AJ como uma
molécula enddgena sinalizadora de respostas de defesa do hospedeiro, além de outras
duas moléculas também importantes, o acido salicilico (AS) e o etileno (ET). Acredita-

se que a resisténcia sisttmica a esses estresses seja dependente da sinalizacdo mediada



pelo MJ que induz certas enzimas catalisadoras de reacfes para formacao de compostos
de defesa, como polifenois, alcaloides e espécies ativas de oxigénio (HARMS et al.,
1995; WASTERNACK & PARTHIER, 1997). Trata-se de uma complexa rede de
respostas interligadas que regulam as duas maiores rotas de defesa contra amplo
espectro de patdgenos, injurias e estresses (KUNKEL & BROOKS, 2002).

A rota de defesa dependente de AS desencadeia uma reacdo de
hipersensibilidade (HR) no hospedeiro com o reconhecimento do patdgeno invasor.
Componentes de defesa tipicos sdo sintetizados, dentre eles estdo as fitoalexinas,
proteinas relacionadas a patogénese e ao reforco na parede celular (LAMB & DIXON,
1997; CLARKE et al., 2000). Essa reagdo provoca a morte celular programada das
células adjacentes ao tecido infectado e, dessa maneira, restringe a invasdo e
multiplicacdo do patdgeno, concomitante ao aumento na producdo de perdxido de
hidrogénio (H,0;) (BARON & ZAMBRY SKI, 1995). A molécula de H,0, é altamente
reativa, com alta mobilidade, alta toxicidade, envolvida na formac&o de barreiras fisicas
e com papel central na sinalizacdo das reacdes da resisténcia sistémica adquirida (RSA)
e da resisténcia sistémica induzida (RSI) (OROZCO-CARDENAS et al., 2001;
SCHEEL, 2002; WALTERS, 2003).

Outra rota metabodlica pela qual a planta se defende é através da resisténcia
sistémica induzida (RSI) (MACAGNAN, 2007). A indugdo de resisténcia ¢ ativada pela
interacdo entre receptores, geralmente localizados na membrana plasmatica vegetal e
moléculas elicitoras capazes de desencadear uma cascata de mecanismos que levam a
formacdo de barreiras fisicas (lignificacdo da parede celular) ou quimicas (sintese de
fitoalexinas) na planta (THOMMA et al., 1998). Respostas a injurias causadas por
danos mecanicos ou herbivoria, que independem de AS e, portanto ndo ativam RSA,
revelaram a acdo dos jasmonatos (AJ e MJ) e de seus precursores, assim como, a do
etileno (ET) como sinalizadores secundarios indispensaveis para a ativacdo de RSI
(BARON & ZAMBRYSKI, 1995; METRAUX, 2007).

Avancos genéticos comprovaram o envolvimento do ET como sinalizador
essencial para RSl (DONG, 1998). PENNINCKX et al. (1998) observaram que a
inoculagdo de Alternaria brassicicola ndo desencadeou a inducdo de resisténcia
sistémica em plantas mutantes, incapazes de sintetizar etileno. Os niveis de compostos
antimicrobianos, derivados da ativacdo da rota dos fenilpropanoides pela RSI, foi 12

vezes menor em plantas mutantes, quando comparadas a plantas ndo tratadas. Segundo



XU et al. (1994), ET e MJ agem sinergicamente, estimulando a biossintese de forma
matua.

A fungdo dos jasmonatos na inducdo de respostas de defesa nas plantas vem
sendo estudada com afinco desde sua descoberta. Os mecanismos sinalizados por esta
molécula envolvem a producdo intensa de metabdlitos secundarios e a criacdo de um
ambiente inospito ao patégeno (NIMCHUK et al., 2003). Pelo menos cinco grupos de
proteinas de defesa sdo ativados pelo MJ, dentre os quais estdo os inibidores de protease
e as enzimas envolvidas na rota dos fenilpropanodides (DITTRICH et al., 1992;
GUNDLACH et al., 1992; REINBOTHE et al., 1994).

Em tomates, MJ (0,5 e 1,0 mM) induziu sintese de proteinas relacionadas com
0s mecanismos de defesa. As enzimas peroxidase (POD) e polifenoloxidase (PPO),
ambas envolvidas na lignificacdo da parede celular e na sintese de compostos
antimicrobianos, tiveram atividade duas a trés vezes maior, em comparacao as plantas
controle (THALER et al., 1996). A imersdo de raizes de Ginseng (Panax ginseng) em
solugdo com MJ (200 mg L™) provocou aumento na atividade de fenilalanina amonia-
liase (PAL), peroxidase (POD) e polifenoloxidase (PPO) em resposta a inoculacdo do
fungo Cylindrocarpon destructans (SUN et al., 2013).

Na concentracdo de 10 mM, MJ causou o acimulo de H,O, e aumento na
atividade das enzimas do sistema antioxidante (SOD, APX, ASC e GSH), de modo a
reduzir o crescimento de Botrytis cinerea e conservar a integridade celular (ZHU &
TIAN, 2012). O mesmo ocorreu em estudo feito com bananeiras tratadas com 1,5 mM
de MJ e inoculadas com Fusarium oxysporum f. sp. cubense (SUN et al., 2013) e em
nésperas inoculadas com Colletotrichum acutatum (CAO et al., 2007).

WALTERS et al. (2002) constataram aumento significativo na concentracdo de
poliaminas em plantulas de cevada expostas a 20 mM do regulador, por volatilizacéo.
Também foi observado aumento cinco vezes maior na atividade de PAL, amostrada da
folha adjacente a folha tratada, 24 horas ap6s o tratamento. O incremento no sistema de
defesa promoveu reducédo da infeccdo de Blumeria graminis, agente causal de oidios na
espécie estudada.

O MJ também provou ser capaz de induzir metabdlitos do sistema né&o-
enzimatico no combate ao estresse oxidativo. Segundo BETZ et al. (1995), a aplicacédo
do MJ ocasionou aumento na proporgdo de carotendides em cevada. A porcentagem de
zeaxantina aumentou de 1% para 56%, quatro dias apds o tratamento, em resposta ao

estresse causado pela sua acdo oxidativa.
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A regulacdo dessas duas rotas de sinalizacdo de defesa levanta questdes
controversas (DONG, 1998). Para VAN WEES et al. (2000), as plantas expressam rotas
de defesa AS-, AJ- e ET-dependentes a0 mesmo tempo, sem nenhum efeito antagonico
e afirma que a ativacdo simultdnea da RSI e RSA incrementa a protecdo contra o ataque
de patogenos, sendo uma ferramenta significativa no controle de doengas. Por outro
lado, muitos autores alegam que essas rotas interagem de forma antagonica e, desse
modo, AS atuaria como inibidor de sintese e transducdo de sinal de AJ e ET, sendo o
contrario também verdadeiro (DONG, 1998; GLAZEBROOK et al., 2003; ZHENG et
al., 2006). Na tentativa de elucidar o mecanismo de ativacdo das rotas de defesa,
PIETERSE et al. (1998) provaram que um mesmo gene pode ser regulado por ambas as
rotas em situacdes diferentes ou por diferentes grupos de fitopatdgenos.

Em geral, RSI e RSA promovem protecdo distinta contra patégenos com
diferentes estratégias de colonizacdo (MCDOWELL & DANGL, 2000; TON et al.,
2002; ZHENG et al., 2006). Nessa fase do parasitismo, os patdégenos podem ser
divididos em trés classificacfes em funcgéo das relagdes nutricionais estabelecidas com o
hospedeiro: biotréficos, necrotréficos e hemibiotréficos (AMORIM & PASCHOLATI,
2011). A reacdo de HR ativada pela rota de RSA limita o desenvolvimento do invasor
pela degradacdo da célula hospedeira, no entanto, o combate ao patdégeno sO teria
sucesso se 0 mesmo dependesse da integridade celular para se nutrir e se desenvolver.
Por esse fato, a rota de AS é muito eficiente em mediar respostas de resisténcia contra
patdgenos biotroficos (THALER et al., 2012). Ao passo que, patdgenos necrotréficos,
em geral, s8o mais sensiveis a acdo dos jasmonatos e ativam uma rota alternativa, a RSI
(EPPLE et al., 1998; KUNKEL & BROOKS, 2002; NIMCHUK et al., 2003; ROBERT-
SEILANIANTZ et al., 2011).

As duas rotas, portanto, sdo ferramentas potentes que regulam as respostas a
patdgenos com diferentes formas de ataque. Dessa forma, o antagonismo existente entre
ambas as rotas pode, as vezes, ser vantajoso ou deletério (REYMOND & FARMER,
1998).

Muitos estudos buscam compreender essa interacdo. Em experimentos feitos
com Arabidopsis, a ativacdo de RSI conteve o desenvolvimento de A. brassicicola,
enquanto RSA foi ineficiente contra o patogeno (TON et al., 2001). Em tomates, a
aplicacdo de AJ atrasou a coloniza¢do necrotréfica de Colletotrichum coccodes.
(ALKAN et al., 2012).
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Para PERFECT et al. (1999), algumas espécies de Colletotrichum apresentam
fase biotrofica rapida ou inexistente, prevalecendo sua fase necrotro6fica. Em mamdes, o
MJ foi eficaz em reduzir o tamanho das lesdes causadas pela infeccdo de C.
gloeosporioides (MASSUCATO, 2011) e em nésperas inibiu a germinacdo e
crescimento micelial de C. acutatum (CAO et al., 2007).

Em goiabas ‘Pedro Sato’ o tratamento com &cido salicilico (1,38 e 6,90 g L™)
reduziu o tamanho das lesdes de antracnose, mas ndo reduziu a incidéncia da doenca
(FISCHER et al., 2012). Em morangos, MJ reduziu a severidade da antracnose, mas nao
teve influéncia no crescimento micelial do patégeno (ROBAINA, 2013).

A diversidade de respostas dos jasmonatos esta associada, entre outros fatores, a
concentragdo utilizada. Para REINBOTHE et al. (1994), doses elevadas (> 50 pM)
sinalizam processos de degradacdo. A expressdo de genes sinalizados pelo MJ é
reduzida consideravelmente sob altas concentragdes, indicando seu efeito tdxico
(SASAKI-SEKIMOTO et al., 2005, MUR et al., 2006; ZHANG & XING, 2008). Ja
FARMER & RYAN (1990) constataram que doses menores (1 a 10 uM) induziram o
sistema de defesa levando a sintese de inibidores de proteases. O tratamento de Picea
abies com doses equivalentes a 5 mM e 25 mM, promoveu reducdo de 50% na
incidéncia do fungo Ceratocystis polonica, enquanto o tratamento com 100 mM de MJ
reduziu apenas 1% da incidéncia do patégeno (ZENELI et al., 2006).

O papel do MJ na inducdo de resisténcia é bastante complexo. A sutileza com
que sinaliza diversas funcdes enddgenas e o pouco que se conhece do seu modo de acédo
ainda € um entrave para sua utilizacdo na pés-colheita dos frutos. Por outro lado, o
aumento do consumo de produtos frescos e a preocupagdo com a salde do consumidor
incentivam 0s avangos na busca de compostos menos nocivos, que controlem as
doencas durante a comercializacdo. Mais estudos devem ser realizados para que esses
compostos possam realmente contribuir como uma estratégia no manejo integrado de

doencas e pragas.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Experimento 1: Avaliagdo in vivo de metil jasmonato no controle da antracnose

em goiabas ‘Pedro Sato’ e ‘Kumagai’

Nos experimentos foram utilizadas goiabas ‘Kumagai’, de polpa branca e ‘Pedro
Sato’, de polpa vermelha, provenientes de Campinas e Valinhos-SP, respectivamente.
Os frutos foram colhidos em fevereiro (‘Kumagai’) e mar¢o (‘Pedro Sato’), ambos em

dois estadios de amadurecimento, verde e amarelo, segundo a coloracdo da casca,

avaliada visualmente (Figura 1).

Figura 1 — Aparéncia externa de goiabas ‘Kumagai’ colhidas no estadio verde (A) e

amarelo (B), e goiabas ‘Pedro Sato’ colhidas no estadio verde (C) e amarelo (D).

Apo0s a colheita manual, os frutos foram encaminhados ao Laboratorio de Pos-
colheita de Produtos Agricolas, localizado no Centro de Engenharia e Automacdo do
Instituto Agrondmico, em Jundiai (SP), onde foram selecionados a partir de inspecao
visual quanto a uniformidade de cor, auséncia de defeitos e podriddes. As goiabas
selecionadas foram submetidas a aplicagdo do Metil Jasmonato - Sigma® - (MJ). Para
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tanto, os frutos foram acondicionados em tambores herméticos com capacidade de 200
L e circulagdo forcada de ar a 25 °C. O MJ foi aplicado em placas de poliestireno
contendo papel de filtro embebido com solucdo de 10 e 1 pmol L™, do produto,
considerando-se 0 volume dos tambores. Os frutos permaneceram expostos ao MJ,
durante 24 horas. Como testemunha utilizaram-se frutos nao expostos ao MJ, mantidos
em tambores herméticos com papel de filtro embebido em &gua destilada, sob as
mesmas condi¢Bes ambientais.

Ap0s o tratamento com MJ, os tambores foram abertos e ventilados por 4 horas;
em seguida, as goiabas foram inoculadas com o agente causal da antracnose
(Colletotrichum gloeosporioides). Através de ferimento subcuticular, introduziu-se com
auxilio de seringa cromatogréfica, de 100 pL (Hamilton®), 10 puL da suspensdo de
esporos contendo 10° esporos.mL™ na regido equatorial de cada fruto. A suspensdo de
esporos foi preparada adicionando-se 15 mL de &gua destilada em uma placa de petri
contendo colénia do patdgeno, obtido através do isolamento de frutos doentes, da
mesma regido produtora, incubada por oito dias em meio batata-dextrose-agar (BDA) a
25 °C. A concentracdo da solucdo de esporos foi determinada em camara de Neubauer.
O procedimento de inoculagdo dos frutos respeitou dois periodos distintos: 24 e 48
horas apds o inicio do tratamento com MJ, ou seja, ap0s a abertura do tambor e também
no dia seguinte.

A éarea inoculada foi previamente demarcada com caneta para confirmacdo de
que os sintomas apresentados eram decorrentes da inoculacdo e ndo de infecgéo
proveniente do campo. Apdés a inoculagdo, os frutos foram armazenados a 25 °C e 80 a
90% de umidade relativa e, avaliados diariamente quanto a incidéncia (porcentagem de
frutos que apresentaram sintomas) e severidade (diametro da lesdo).

Para a avaliagdo do desenvolvimento da doenga foram utilizadas cinco
repeticdes contendo quatro frutos como unidade experimental. Os dados obtidos
(incidéncia e severidade das podriddes) foram utilizados para o calculo da area abaixo
da curva de progresso da doenca (AACPD), conforme equacdo (CARDOSO et al.,
2005):

AACPD = Z [(Fi 14+ 1Y 2]*[(Ti +1-T7) ]

i=1
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Sendo: n, o nimero de observagdes; Yi, a incidéncia da doenga na “i”-ésima
observagdo e, Ti, o tempo em dias na “i”-ésima observacao.

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado em arranjo fatorial
triplo (estadios de amadurecimento x concentracdes de MJ x dias de armazenamento).
Os dados coletados foram submetidos a analise de variancia (ANOVA) e a comparagao

de média foi pelo teste de Tukey a 10%, utilizando o programa SISVAR.

3.2 Experimento 2: Avaliacgéo in vivo de metil jasmonato no controle da antracnose

em goiabas ‘Kumagai’

Com base nos resultados obtidos no experimento anterior (3.1), selecionou-se a
variedade, o estddio de amadurecimento, a concentracdo de MJ e o periodo de
inoculacdo que melhor proporcionou controle no desenvolvimento da antracnose.
Goiabas ‘Kumagai’ colhidas no estadio amarelo foram tratadas com 1 umol L™ de MJ e
inoculadas 48 horas ap6s serem retiradas dos tambores de tratamento e avaliadas
diariamente quanto a incidéncia e severidade do patégeno. O método utilizado e o
delineamento experimental foi o0 mesmo descrito no item 3.1.

Em paralelo as analises de doenga, foram coletadas amostras de casca e polpa
dos frutos para posterior avaliagdo das enzimas fenilalanina aménia-liase (PAL),
peroxidase (POD) e polifenoloxidase (PPO). As amostras destinadas a andlise
bioquimica foram divididas em grupos: Fruto Controle (ndo inoculado com C.
gloeosporioides e ndo tratado com MJ); Fruto inoculado com C. gloeosporioides e ndo
tratado com MJ; Fruto ndo inoculado com C. gloeosporioides e tratado com MJ; Fruto
inoculado com C. gloeosporioides e tratado com MJ; designados como T1, T2, T3 e T4,
respectivamente. Foram retiradas amostras de casca e polpa, proximo ao local de
inoculacdo, em diferentes intervalos de tempo: 0, 24, 48, 72 e 96 horas ap6s o inicio do
tratamento com o regulador. Para cada tratamento foram utilizadas quatro repeticdes de
um fruto cada. O tecido retirado foi macerado em nitrogénio liquido em almofariz de
porcelana e tampdo de extracdo adequado para cada enzima estudada, em seguida,
armazenado a -20 °C para posterior determinacgéo da atividade das enzimas

O delineamento experimental utilizado para as analises bioguimicas foi
inteiramente casualizado em arranjo fatorial duplo (periodo de coleta x tratamento). A
comparacao de média entre os tratamentos T1 e T3, considerou as amostras coletadas no

periodo de 24 a 96 h apos o inicio do tratamento. A comparacdo de media entre 0s
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quatro tratamentos (T1, T2, T3 e T4) considerou as amostras coletadas no periodo de 72
a 96 h apos o inicio do tratamento. Os dados obtidos foram submetidos a analise de
variancia (ANOVA) e a comparacao de média foi pelo teste de Tukey a 10%, utilizando
0 programa SISVAR.

3.3 Anélises
3.3.1 Incidéncia e severidade da antracnose

A incidéncia da antracnose foi avaliada diariamente pela contagem do nimero
de frutos apresentando sintoma da doenca e expressa em porcentagem (%). A
severidade das lesdes foi avaliada diariamente pela determinacdo do didmetro das

mesmas, obtida com auxilio de régua milimetrada e expressa em centimetros (cm).

3.3.2 Atividades enzimaticas

Diariamente foram coletadas amostras da casca e polpa para avaliacdo da
atividade das enzimas fenilalanina aménia-liase (PAL), peroxidase (POD) e
polifenoloxidase (PPO).

Para determinacdo de proteinas totais utilizou-se 0 método descrito por Bradford
(1976), usando-se albumina bovina como padrdo. Amostras de 2 g de casca e polpa de
goiabas foram maceradas em nitrogénio liquido e tampéao acetato 100 mM a pH 5,0.
Posteriormente foram centrifugadas a 10000 g por 25 minutos, a 4 °C. O sobrenadante
foi utilizado para determinacdo da quantificacdo de proteinas das amostras. A leitura
espectrofotométrica foi feita a 595 nm.

Para determinacéo da atividade da Fenilalanina aménia-liase (PAL — EC 4.3.1.5)
foi utilizada método adaptado por Peixoto et al. (1999) e Cerqueira (2007). Amostras de
0,1 g da casca e da polpa foram maceradas separadamente em nitrogénio liquido e 10
mL de tampdo borato de sédio 0,1 M a pH 8,8, contendo PVP (5% m/v) e B-
mercaptoetanol (1,2 mL). Em seguida, centrifugadas a 10000 g por 20 minutos a 4 °C.
Uma aliquota de 1 mL foi retirada do sobrenadante e recebeu 1 mL de tampéo borato de
sodio 0,2 M.

Foram realizados dois brancos: branco geral, para calibragdo do
espectrofotbmetro, e o branco da amostra (para descontar o valor de absorbancia
relativo aos pigmentos da amostra). O branco geral constituiu-se de 1,5 mL de tampé&o
borato de sodio 0,1 M e 1,5 mL de tampé&o borato de sodio 0,2 M. Enquanto para analise
das amostras, adicionou-se 1 mL de borato de sodio 0,1 M e 1 mL de fenilalanina 0,1 M
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a 1 mL de sobrenadante. Apés 1 hora em banho-maria a 36 °C, a reacdo foi
interrompida por adicdo de 100 pl de HCI 6N. Ap6s homogeneizagdo, a leitura da
absorbancia a 290 nm foi feita em espectrofotometro. A atividade da PAL foi expressa
em mmoles.min™.mg de proteina™.

A atividade da Peroxidase (POD - EC 1.11.1.7) foi realizada segundo Lima
(1994) e Cerqueira (2007). Amostras de 0,3 g de casca e polpa foram maceradas em
nitrogénio liquido e 5 mL de tampé&o fosfato de potéssio 0,2 M a pH 6,7. Em seguida, a
suspensdo foi centrifugada a 10000 g por 10 minutos a 4 °C. O sobrenadante foi usado
para determinar a atividade da peroxidase.

Foram utilizadas duas solucbes, denominadas de A e B. A Solucdo A constituiu-
se de 2,2 mL de H,O, 35% em 10 mL de H,O destilada. Tomou-se uma aliquota de 0,5
mL dessa solucdo e completou para 50 mL com tampao fosfato. Para preparo da
Solucéo B diluiu-se 83,3 mg de APP (aminoantipirina) em 10 mL de H,O destilada e,
163 g de fenol em 70 mL de H,O destilada. As duas diluigdes foram reunidas e
completou-se o volume para 100 mL de H,O destilada.

Para analise da atividade enzimatica, a 1 mL de sobrenadante adicionou-se 0,5
mL de Solucdo A e 0,5 mL de Solucdo B, em tubos de ensaio. Para o branco, substituiu-
se 0 sobrenadante por 1 mL de tamp&o. Os tubos de ensaio foram submetidos a
aquecimento por 5 minutos em banho-maria a 30 °C. A reacdo foi interrompida por
adicdo de 2,0 mL de alcool etilico absoluto. A leitura da absorbancia foi feita a 505 nm
em espectrofotdbmetro. A atividade da peroxidase foi expressa em H,0,
decomposto.min™.mg de proteina™.

Para determinagdo da atividade da Polifenoloxidase (PPO - EC 1.10.3.1),
utilizou-se método adaptado por ZANATTA et al. (2006). Amostras de 2 g de casca e
polpa foram maceradas em nitrogénio liquido e 4 mL de tampdo fosfato de sédio 100
mM a pH 6,8. Ao tampéo foi adicionado polivinilpolipirrolidona (PVPP) 5% e cloreto
de calcio, para reduzir a agdo de fendis. A suspensdo foi centrifugada a 10000 g por 20
minutos a 4 °C. Uma aliquota de 0,5 mL de sobrenadante foi adicionado a 0,8 mL de
tampdo fosfato de s6dio 100 mM a pH 6,8 e 0,05 mL de catecol 10 mM. A mistura foi
incubada por 30 minutos a 30 °C em banho-maria. A reacéo foi interrompida por adicéo
de 0,8 mL de acido perclorico 2 M e a mistura foi imersa em gelo. A atividade foi
determinada em espectrofotdmetro a 395 nm e expressa em pmol de catecol

transformado.min™*.mg de proteina™.
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4 RESULTADOS
4.1 Experimento 1

4.1.1 Incidéncia e severidade da antracnose em goiabas ‘Pedro Sato’ inoculadas

apods 24 horas do tratamento com metil jasmonato

Na colheita, as goiabas ‘Kumagai’ colhidas no estadio verde de amadurecimento
apresentaram angulo de cor da casca de 110,9 °h e 89,4 N de firmeza da polpa, enquanto
os frutos colhidos no estadio amarelo apresentaram 66,6 °h e 67,7 N, respectivamente.
As goiabas ‘Pedro Sato’, colhidas no estadio verde de amadurecimento, apresentaram
angulo de cor da casca de 67,4 °h e 52,4 N de firmeza da polpa, enquanto aquelas
colhidas no estadio amarelo apresentaram 59,3 °h e 28,0 N, respectivamente.

Os sintomas da antracnose nas goiabas ‘Pedro Sato’ foram visiveis a partir do
segundo dia de armazenamento a 25 °C ap6s a inoculacdo. Verificou-se que o
tratamento com MJ nas concentraces de 1 e 10 pmol L™ ndo exerceu efeito
significativo no controle da antracnose em goiabas colhidas no estddio amarelo e
inoculadas 24 horas ap6s o inicio do tratamento (P>0,10). Os frutos apresentaram alta
incidéncia da doenca desde os primeiros dias de avaliagdo. No segundo dia de
armazenamento, os frutos que néo receberam aplicacdo do MJ apresentavam 85% de
incidéncia da antracnose, enquanto que aqueles que foram tratados com 1 e 10 pmol L™
de MJ apresentavam 90 e 100%, respectivamente (Tabela 1). Também ndo houve efeito
da aplicacdo do regulador na reducdo da severidade da antracnose em frutos colhidos no
estadio amarelo (Tabela 1) (P>0,10).
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Tabela 1 — Severidade (cm) e Incidéncia (%) da antracnose em goiabas ‘Pedro Sato’
colhidas no estddio amarelo, inoculadas ap6s 24 horas do tratamento com 0, 1 e 10

umol L™ de metil jasmonato, e mantidas a 25 °C e 85-90% UR por 6 dias.

Severidade (cm)*

Arma(zctlair;z)mento 0 pumol L™ 1 pmol L*? 10 pmol L* Média
2 1,1aC 1,1aC 1,1aC 1,1C
4 2,8 aB 2,8 aB 3,0aB 29B
6 4.4 aA 4,4 aA 45 aA 44 A
Media 2,7a 2,8a 29a
CV% 9,67
Incidéncia (%)*
Arma(z;ir;;mento 0 pmol L™ 1 pymol L*? 10 pumol L™* Média
2 85 bB 90 bB 100 aA 91B
4 95 aB 100 aA 100 aA 98 B
6 100 aA 100 aA 100 aA 100 A
Média 93b 96 ab 100 a
CV% 1,47

*Médias seguidas pela mesma letra mindscula, na linha, e maidscula na coluna ndo diferem entre si pelo
teste de Tukey (P>0,10).

Quando as goiabas foram colhidas no estadio verde, os sintomas da antracnose
também foram visiveis a partir do segundo dia de armazenamento a 25 °C ap0s a
inoculacdo, no entanto essas goiabas demoraram um pouco mais para atingir 100% de
incidéncia da antracnose (Tabela 2), quando comparadas aquelas que foram colhidas no
estadio amarelo (Tabela 1). Mesmo assim, também nesse caso ndo houve influéncia da
aplicacdo das duas doses do MJ na severidade e incidéncia da antracnose nas goiabas
colhidas no estadio verde e inoculadas 24 horas ap6s o inicio do tratamento (P>0,10)
(Tabela 2).
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Tabela 2 — Severidade (cm) e Incidéncia (%) da antracnose em goiabas ‘Pedro Sato’
colhidas no estadio verde, inoculadas apds 24 horas do tratamento com 0, 1 e 10 umol

L™ de metil jasmonato, e mantidas a 25 °C e 85-90% UR por 6 dias.

Severidade (cm)*

Arma(zctlair;z)mento 0 pumol L™ 1 pmol L*? 10 pmol L* Média
2 0,7aC 0,6 aC 0,6 aC 06C
4 2,4 aB 2,2aB 2,1aB 2,3B
6 4,8 aA 3,7aA 3,7aA 3,8 A
Media 2,4 a 2,24 2,la
CV% 17,80
Incidéncia (%)*
Arma(z;ir;;mento 0 pmol L™ 1 pymol L*? 10 pumol L™* Média
2 60 aB 55 aB 50 aB 55 B
4 90 aB 95 aB 95 aB 93 B
6 100 aA 100 aA 100 aA 100 A
Media 83 a 83 a 8la
CV% 22,85

*Médias seguidas pela mesma letra mindscula, na linha, e maidscula na coluna ndo diferem entre si pelo
teste de Tukey (P>0,10).

4.1.2 Incidéncia e severidade da antracnose em goiabas ‘Pedro Sato’ inoculadas

apos 48 horas do tratamento com metil jasmonato

N&o houve efeito da aplicagdo de MJ no controle da severidade e da incidéncia
da antracnose em goiabas colhidas no estddio amarelo (Tabela 3) e verde (Tabela 4),
quando a inoculacdo foi realizada apds 48 horas do inicio da aplicacdo do MJ (P>0,10).

Apos 2 dias do tratamento, os frutos colhidos no estadio amarelo e expostos ao
MJ nas concentragbes de 1 e 10 umol L™ apresentaram 90 e 85% de incidéncia,
respectivamente, enquanto 65% dos frutos controle apresentaram sintomas (Tabela 3)
(P<0,10). No mesmo periodo, os frutos colhidos no estadio verde e tratados com 10
pmol L™ de MJ tiveram maior nimero de frutos doentes quando comparados aos frutos
que ndo receberam a aplicacdo do regulador, com valores de 85 e 65% de incidéncia,
respectivamente (Tabela 4) (P<0,10).
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Tabela 3 — Severidade (cm) e Incidéncia (%) da antracnose em goiabas ‘Pedro Sato’

colhidas no estddio amarelo, inoculadas ap6s 48 horas do tratamento com 0, 1 e 10

umol L™ de metil jasmonato, e mantidas a 25 °C e 85-90% UR por 6 dias.

Severidade (cm)*

Armazenamento

-1 -1 -1 T
(dias) 0 umol L 1 pumol L 10 umol L Média
2 1,2aC 1,3aC 1,2aC 1,2C
4 2,6 bB 2,9 aB 2,8 abB 2,7B
6 4,2 aA 4,2 aA 4,2 aA 42 A
Media 2,6a 2,8a 2,7a
CV% 8,75
Incidéncia (%)*
Arma(z;ir;;mento 0 pmol L™ 1 pmol L™ 10 pmol L™ Média
2 65 bB 90 aA 85aA 80B
4 95 aA 95 aA 100 aA 96 A
6 95 aA 95 aA 100 aA 96 A
Media 85 b 93 ab 9% a
CV% 12,93

*Médias seguidas pela mesma letra mindscula, na linha, e maidscula na coluna ndo diferem entre si pelo

teste de Tukey (P>0,10).

Tabela 4 — Severidade (cm) e Incidéncia (%) da antracnose em goiabas ‘Pedro Sato’

colhidas no estadio verde, inoculadas apds 48 horas do tratamento com 0, 1 e 10 umol

L de metil jasmonato, e mantidas a 25 °C e 85-90% UR por 6 dias.

Severidade (cm)*

Armazenamento

(dias) 0 pmol L™ 1 pumol L*? 10 pumol L™* Média
2 0,8aC 0,8aC 0,8 aC 0,8C
4 2,4 aB 2,5aB 25aB 24B
6 3,5aA 4,0 aA 4.0 aA 3,8A

Média 2,2a 2,4 a 24a

CV% 18,98

Incidéncia (%)*
Arma(z(;air;;mento 0 pmol L™ 1 pumol L*? 10 pumol L™* Média

2 65 bB 75 abB 85 aB 75B
4 90 aA 100 aA 100 aA 96 A
6 100 aA 100 aA 100 aA 100 A

Média 85b 91 ab 9% a

CV% 10,59

*Meédias seguidas pela mesma letra mindscula, na linha, e maidscula na coluna ndo diferem entre si pelo

teste de Tukey (P>0,10).
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Quando considerada a area abaixo da curva de progresso da doenca (AACPD),
ou seja, todo o periodo de armazenamento estudado, é possivel notar claramente que a
aplicacdo do MJ ndo teve influéncia na incidéncia e severidade da antracnose em
goiabas ‘Pedro Sato’ colhidas tanto no estadio verde, quanto no amarelo, e inoculadas
24 ou 48 horas apo6s o tratamento com MJ nas duas concentracdes aplicadas (Figura 2)
(P>0,10).
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Figura 2 — Area abaixo da curva de progresso da doenca (AACPD) para severidade
(cm) e incidéncia (%) da antracnose em goiabas ‘Pedro Sato’ colhidas nos estadios
verde e amarelo, inoculadas com Colletotrichum gloeosporioides ap6s 24 (A e B) e 48
horas (C e D) do tratamento com 0, 1 e 10 pmol L™ de metil jasmonato, e mantidas a 25
°C e 85-90% UR por 6 dias.

4.1.3 Incidéncia e severidade da antracnose em goiabas ‘Kumagai’ inoculadas apos

24 horas do tratamento com metil jasmonato

Os sintomas da antracnose nas goiabas ‘Kumagai’ colhidas no estadio amarelo

foram visiveis a partir do segundo dia de armazenamento ap6s a inoculacdo, quando as
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goiabas tinham em média 28% de incidéncia. No quarto dia de armazenamento as
goiabas j& apresentavam alta incidéncia de antracnose com valores médios de 77%,
aumentando para 98% no final do armazenamento. Ndo houve efeito da aplicagcéo do
MJ na incidéncia e na severidade da antracnose, quando as goiabas foram colhidas no
estadio amarelo e inoculadas apds 24 horas do tratamento com MJ (P>0,10). No quarto
dia de armazenamento, os frutos que néo receberam aplicacdo do MJ apresentavam 70%
de incidéncia da antracnose, enquanto que aqueles que foram tratados com 1 e 10 pumol

L™ de MJ apresentavam 83 e 80%, respectivamente (Tabela 5).

Tabela 5 — Severidade (cm) e Incidéncia (%) da antracnose em goiabas ‘Kumagai’
colhidas no estadio amarelo, inoculadas ap6s 24 horas do tratamento com 0, 1 e 10

umol L™ de metil jasmonato, e mantidas a 25 °C e 85-90% UR por 8 dias.

Severidade (cm)*

Arma(zdeir;zl)mento 0 pmol L™ 1 pumol L*? 10 pumol L™* Média
2 0,6 aC 0,6 aC 0,6 aC 0,6 D
4 1,6 aBC 1,6 aBC 1,6 aBC 15C
6 2,6 aAB 2,4 aB 2,5aAB 25B
8 3,5aA 3,7 aA 3,5aA 35A
Média 20a 21a 20a
CV% 35,46
Incidéncia (%)*
Arma(z;ir;z;l)mento 0 umol L 1 pmol L™ 10 pmol L™ Média
2 30aC 20 aB 35aB 28C
4 70 aB 83 aA 80 aA 77B
6 85 aAB 88 aA 90 aA 87 AB
8 100 aA 95 aA 100 aA 98 A
Média 71a 71a 76 a
CV% 22.02

*Médias seguidas pela mesma letra mindscula, na linha, e maitscula na coluna néo diferem entre si pelo
teste de Tukey (P>0,10).

Nos frutos colhidos verdes, 0 aumento da incidéncia da antracnose foi um pouco
mais lento. Os sintomas foram visiveis também a partir do segundo dia, quando as
goiabas apresentavam em média 10% de incidéncia. A partir dessa data a incidéncia foi
alta com 46% no quarto dia e 78% no final do armazenamento. N&o houve efeito da
aplicacdo do MJ na incidéncia e severidade da antracnose, quando as goiabas foram
colhidas no estadio verde e inoculadas apds 24 horas do tratamento com MJ (P>0,10).

No quarto dia de armazenamento, foi verificado que frutos colhidos no estadio verde e
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que ndo foram tratados ou tratados com 1 pmol L™ apresentavam igualmente 45% de
incidéncia de antracnose, enquanto entre os frutos tratados com 10 pmol L™, 50%
(Tabela 6).

Tabela 6 — Severidade (cm) e Incidéncia (%) da antracnose em goiabas ‘Kumagai’
colhidas no estadio verde, inoculadas apds 24 horas do tratamento com 0, 1 e 10 pmol
L™ de metil jasmonato, e mantidas a 25 °C e 85-90% UR por 8 dias.

Severidade (cm)*

Armazenamento

-1 -1 -1 T
(dias) 0 umol L 1 pumol L 10 umol L Média
2 0,2aC 0,3aB 0,2 aC 0,2C
4 1,4aC 0,9 aB 1,3aC 1,2B
6 2,3aB 2,3aA 2,2 aB 2,2 A
8 2,8 aA 2,7 aA 2,6 aA 2,7 A
Média 1,7a 16a 16a
CV% 35,42
Incidéncia (%)*
Arma(zdeir;z:)mento 0 umol L 1 pmol L™* 10 pmol L™ Média
2 5aB 15 aB 10 aC 10B
4 45 aA 45 aAB 50 aB 46 A
6 60 aA 50 aA 70 aAB 60 A
8 75 aA 70 aA 90 aA 78 A
Média 46 a 45 a 55 a
CV% 42,49

*Médias seguidas pela mesma letra mindscula, na linha, e maidscula na coluna ndo diferem entre si pelo
teste de Tukey (P>0,10).

4.1.4 Incidéncia e severidade da antracnose em goiabas ‘Kumagai’ inoculadas apés

48 horas do tratamento com metil jasmonato

Ao se realizar a inoculacdo ap0s 48 horas do inicio do tratamento foi observada
influéncia da aplicagéo do regulador na severidade e incidéncia da antracnose nos frutos
colhidos no estaddio amarelo (Tabela 8). No oitavo dia de armazenamento, os frutos
tratados com 1 pmol L™ de MJ apresentaram menor severidade da doenca que os frutos
ndo tratados e os tratados com 10 pmol L™ (P<0,10). Enquanto os frutos tratados com 1
umol L™ apresentavam lesdes de antracnose com 2,5 cm de diametro, as lesdes nos
frutos tratados com 10 umol L™ e ndo tratados apresentavam 3,4 e 3,9 cm de diametro,
respectivamente. Observou-se também reducédo na incidéncia da doenca de 66 e 50% no

segundo e quarto dia de armazenamento, naqueles frutos tratados com 1 pmol L™ de

24



MJ, em relagdo aos frutos sem nenhum tratamento, respectivamente (P<0,10). No
quarto dia, a incidéncia verificada para os frutos tratados com 10 umol L™ foi de 75 e
90% nos frutos ndo tratados (Tabela 7).

Tabela 7 — Severidade (cm) e Incidéncia (%) da antracnose em goiabas ‘Kumagai’
colhidas no estddio amarelo, inoculadas ap6s 48 horas do tratamento com 0, 1 e 10
umol L™ de metil jasmonato, e mantidas a 25 °C e 85-90% UR por 8 dias.

Severidade (cm)*

Arma(zctlair;z)mento 0 pumol L™ 1 pmol L*? 10 pmol L™* Média
2 0,5aC 0,5aC 0,6 aC 05D
4 1,8aB 1,1aB 1,7aB 15C
6 3,1aA 2,3 aA 2,7aA 2,7B
8 3,9 aA 2,5 bA 3,4 aA 32A
Media 2,3a 16b 2,la
CV% 26,72
Incidéncia (%)*
Arma(zdeir;zl)mento 0 pmol L™ 1 pumol L*? 10 pumol L™* Média
2 75 aA 25 bC 60 aA 53 B
4 90 aA 45 bBC 75 aA 70 AB
6 90 aA 65 aAB 80 aA 78 A
8 90 aA 76 aA 90 aA 85 A
Media 86 a 52 b 76 a
CV% 29,02

*Meédias seguidas pela mesma letra mindscula, na linha, e maidscula na coluna ndo diferem entre si pelo
teste de Tukey (P>0,10).

N&o houve diferenca significativa na severidade entre os tratamentos nos frutos
colhidos no estadio verde e inoculados ap6s 48 horas da aplicacdo de MJ (P>0,10)
(Tabela 8). O aumento da incidéncia da antracnose nos frutos colhidos no estadio verde
e inoculadas apds 48 horas do tratamento com MJ foi mais lento quando comparados
aqueles colhidos no estadio amarelo. Somente 5% dos frutos em média apresentavam
incidéncia da antracnose. A partir do quarto dia de armazenamento o aumento foi
constante atingindo em média 66% ao final do armazenamento. N&o houve efeito da
aplicacdo do MJ na incidéncia da antracnose nos frutos colhidos no estadio verde e

inoculadas ap6s 48 horas do tratamento com o regulador (P>0,10).
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Tabela 8 — Severidade (cm) e Incidéncia (%) da antracnose em goiabas ‘Kumagai’
colhidas no estadio verde, inoculadas apds 48 horas do tratamento com 0, 1 e 10 umol
L™ de metil jasmonato, e mantidas a 25 °C e 85-90% UR por 8 dias.

Severidade (cm)*

Arma(zctlair;z)mento 0 pumol L™ 1 pmol L*? 10 pmol L* Média
2 0,7aC 0,7aC 0,9aC 0,7C
4 1,0aBC 1,1aBC 1,1aBC 11B
6 1,3aAB 1,3aAB 1,4 aAB 1,3B
8 15aA 1,6 aA 1,6 aA 16 A
Media 1,1a 1,1a 12a
CV% 24,66
Incidéncia (%)*
Arma(zdeir;z:)mento 0 umol L 1 pmol L™* 10 pmol L™ Média
2 0aB 0aB 15aB 5C
4 40 aA 35 aAB 50 aAB 41 B
6 45 aA 40 aA 55 aA 46 AB
8 55 aA 60 aA 85 aA 66 A
Media 35ab 33b 51a
CV% 64,33

*Médias seguidas pela mesma letra mindscula, na linha, e maitscula na coluna nao diferem entre si pelo
teste de Tukey (P>0,10). Os dados de severidade foram transformados em V x +0,5.

Quando considerada a AACPD, ou seja, todo o periodo de armazenamento
estudado, observa-se que a aplicacdo do MJ na concentracdo de 1 pmol L™ em goiabas
‘Kumagai’ colhidas no estddio amarelo e inoculadas apdés 48 horas foi o Unico
tratamento que exerceu efeito sobre a incidéncia e a severidade da antracnose (Figura 3)
(P<0,10).
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Figura 3 — Area abaixo da curva de progresso da doenca (AACPD) para severidade
(cm) e incidéncia (%) da antracnose em goiabas ‘Kumagai’ colhidas nos estadios verde
e amarelo, inoculadas com Colletotrichum gloeosporioides ap6s 24 (A e B) e 48 horas
(C e D) do tratamento com 0, 1 e 10 pmol L™ de metil jasmonato, e mantidas a 25 °C e
85-90% UR por 8 dias.

4.2 Experimento 2
4.2.1 Incidéncia e severidade de antracnose em goiabas ‘Kumagai’

A partir dos resultados obtidos no experimento anterior, um segundo
experimento foi instalado com o objetivo de investigar alguns mecanismos pelos quais o
MJ exerceu efeito na reducdo da incidéncia e da severidade da antracnose. Para tanto,
goiabas ‘Kumagai’ foram colhidas no estadio amarelo, tratadas com 1 pmol L™ de MJ e
inoculadas 48 horas ap6s a aplicacdo do regulador. A caracterizacdo realizada no dia da
colheita dos frutos indicou que as goiabas apresentavam angulo de cor da casca de 85,6
% e 64,6 N de firmeza da polpa.

Foi possivel identificar sintomas de antracnose a partir do segundo dia de
avaliacdo. Os frutos colhidos no estadio amarelo e submetidos ao tratamento com MJ
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apresentaram pequena reducdo na severidade, porém significativa somente até o quarto
dia de amadurecimento (P<0,10). Nessa data, os frutos tratados com 1 pmol Lt de MJ
apresentavam lesdes com 1,8 cm de diametro, enquanto nos frutos que ndo receberam
tratamento com MJ as lesdes tinham diametro igual a 2,0 cm (Tabela 9) (P<0,10).

N4o houve efeito da aplicacdo de 1 pmol L™ de MJ na incidéncia de antracnose
em goiabas ‘Kumagai’ colhidas no estddio amarelo e inoculadas apds 48 horas do
tratamento com o regulador (P>0,10). A partir do sexto dia de avaliacdo, os frutos sem
tratamento apresentavam 100% de incidéncia, enquanto os frutos tratados apresentavam
90% de incidéncia (P>0,10) (Tabela 9).

Tabela 9 — Severidade (cm) e Incidéncia (%) da antracnose em goiabas ‘Kumagai’
colhidas no estadio amarelo, inoculadas apés 48 horas do tratamento com 0 e 1 pmol L™
de metil jasmonato, e mantidas a 25 °C e 85-90% UR por 8 dias.

Severidade (cm)*

Armazenamento 1 1 Média
(dias) 0 umol L 1 pumol L
2 0,8aD 0,6 bD 0,7D
4 2,0aC 1,8 bC 19C
6 3,4 aB 3,3aB 3,3B
8 4,6 aA 45aA 45 A
Média 2,7a 2,6b
CV% 8,40
Incidéncia (%)*
Armazenamento -1 -1 T
(dias) 0 umol L 1 umol L Media
2 60 aB 60 aB 60 B
4 95 aA 90 aA 92 A
6 100 aA 90 aA 95 A
8 100 aA 90 aA 95 A
Média 88 a 82 a
CV% 22,04

*Meédias seguidas pela mesma letra mindscula, na linha, e maidscula na coluna ndo diferem entre si pelo
teste de Tukey (P>0,10).

Quando considerada a AACPD, ou seja, todo o periodo de armazenamento
estudado, observa-se que a aplicacdo do MJ na concentragdo de 1 pmol L™ em goiabas
‘Kumagai’ colhidas no estadio amarelo e inoculadas ap6s 48 horas ndo teve efeito na

incidéncia e severidade de antracnose (Figura 4) (P>0,10).
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Figura 4 — Area abaixo da curva de progresso da doenca (AACPD) para severidade
(cm, A) e incidéncia (%, B) da antracnose em goiabas ‘Kumagai’ colhidas no estadio
amarelo, inoculadas com Colletotrichum gloeosporioides ap6s 48 horas do tratamento

com 0 e 1 umol L™ de metil jasmonato, e mantidas a 25 °C e 85-90% UR por 8 dias.

4.2.2 Atividade enzimatica

Paralelamente as avaliacOes de incidéncia e severidade do segundo experimento,
foram coletadas amostras de polpa e casca de goiabas ‘Kumagai’, colhidas no estadio de
amadurecimento amarelo e tratadas com 1 pmol L™ de MJ, para determinar a atividade
de trés principais enzimas do sistema de defesa: fenilalanina amonia-liase (PAL),

peroxidase (POD) e polifenoloxidase (PPO).
4.2.2.1 Fenilalanina amonia-liase (PAL)

O tratamento com MJ ndo interferiu na atividade da PAL na casca dos frutos
(Figura 5A) (P>0,10). O tratamento com MJ ndo incrementou a atividade da PAL no
inicio do amadurecimento. Mesmo apds 48 horas do inicio do tratamento, ndo foi
observada nenhuma diferenca significativa na atividade na casca dos frutos que néo
receberam o regulador quando comparada aquela dos frutos tratados, com valores de
1485 e 1241 mmoles.min™.mg de proteina™, respectivamente (P>0,10).

Mesmo ap0s 72 e 96 horas do inicio do experimento, 0 MJ ndo influenciou na
atividade da enzima quando comparado aos demais tratamentos (P>0,10). Além disso,

também ndo houve estimulo da atividade da PAL pela presenca do patégeno (P>0,10).
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Apbs 72 horas do inicio do tratamento, frutos ndo tratados e ndo inoculados
apresentaram atividade da PAL de 950 mmoles.min™.mg de proteina™, enquanto que
naqueles inoculados a atividade foi de 1059 mmoles.min™.mg de proteina™ (P>0,10).
Na polpa dos frutos (Figura 5B), a atividade de PAL néo diferiu estatisticamente entre
0s tratamentos, ao longo do periodo de armazenamento (P>0,10). O tratamento com MJ
ndo interferiu na atividade da PAL da polpa no inicio do amadurecimento. Nas 48 horas
iniciais do experimento, os frutos tratados com MJ apresentavam atividade media de
1202 mmoles.min™*.mg de proteina™, enquanto os frutos sem tratamento apresentavam
média de 1066 mmoles.min™.mg de proteina™, néo foi observada diferenca significativa
entre esses tratamentos (P>0,10).

Ao final do periodo de armazenamento tambem ndo foi verificado influéncia na
atividade da PAL da polpa em resposta ao MJ e a presenca do patdgeno. Apos 72 horas
do inicio do experimento, a atividade da PAL nos frutos inoculados e em frutos tratados
com MJ e inoculados era de 596 e 571 mmoles.min™.mg de proteina™, respectivamente.
A partir de 96 horas do inicio do experimento, foi observado aumento significativo na
atividade da enzima, em amostras dos frutos inoculados e em frutos tratados com MJ e
inoculados (‘MJ+Inoculado’), que apresentaram 1309 e 1359 mmoles.min-.mg de
proteina™ de 4cido transcinamico formado, respectivamente (P<0,10). Nesse perfodo, a
atividade da PAL nos frutos que ndo receberam nenhum tratamento e nos frutos que s6
foram tratados com MJ, era similar, com valores de 730 e 913 mmoles.min™®.mg de
proteina™® (P>0,10).

De modo geral, ndo houve efeito da aplicagdo de 1 pmol L™ na atividade de
PAL, na casca e na polpa de goiabas ‘Kumagai’ colhidas no estddio amarelo de

amadurecimento (P>0,10) e inoculadas ap6s 48 horas do tratamento com o regulador.
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Figura 5 — Atividade de fenilalanina amonia-liase na casca (A) e polpa (B) de goiabas
‘Kumagai’ colhidas no estadio amarelo e inoculadas com Colletotrichum
gloeosporioides apds 48 horas do inicio do tratamento. Os frutos foram tratados com 0 e

1 pmol L™ de metil jasmonato e mantidos a 25 °C e 85-90% UR por 8 dias.

4.2.2.2 Peroxidase (POD)

Os resultados demonstraram baixa atividade da POD nas amostras da casca dos
frutos (Figura 6A). Houve diferenca significativa, 48 horas ap6s o inicio do
experimento entre os frutos tratados com MJ e aqueles que nao receberam o regulador
(P<0,10). No entanto, a atividade nos frutos tratados atingiu o valor de 0,09 unidades de
absorbancia.min®.mg de proteina® enquanto nos frutos controle foi obtido 0,16
unidades de absorbancia.min.mg de proteina® . Portanto, ndo houve estimulo da
atividade da POD na casca de goiabas tratadas com MJ durante as primeiras 48 horas do
experimento (P>0,10).

Ap06s 24 horas da inoculacdo, ou seja, 72 horas do inicio do experimento, a
atividade da POD apresentou aumento nos frutos que foram previamente tratados com
MJ e inoculados, com valor de 0,26 unidades de absorbancia.min™®.mg de protefna™
(P<0,10), enquanto, os demais tratamentos apresentaram, em média, atividade de 0,09
unidades de absorbancia.min™.mg de proteina™. No entanto, a partir de 96 horas, a
atividade foi reduzida em todos os tratamentos, com média de 0,10 unidades de
absorbancia.min™.mg de proteina™ (P>0,10).

Na polpa dos frutos (Figura 6B), novamente foi possivel observar que o
tratamento MJ ndo diferiu de forma significativa do tratamento controle no inicio do
experimento, 24 horas apés aplicacdo do regulador (P>0,10). Apos 48 horas do inicio
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do experimento, a atividade da POD nos frutos tratados com MJ foi significativamente
inferior quando comparada aquela dos frutos que ndo receberam o regulador com 0,21
unidades de absorbancia.min™.mg de proteina® e 0,49 unidades de absorbancia.min’
! mg de proteina™, respectivamente (P<0,10). No final do periodo estudado, ou seja, 72
e 96 horas apo6s o inicio do experimento ndo houve diferenca significativa entre os
tratamentos (P>0,10). A partir de 72 horas todos os tratamentos apresentaram reducéo
na atividade. Com 96 horas do inicio do experimento, os frutos atingiram atividade
média de 0,18 unidades de absorbancia.min™.mg de proteina™ (P>0,10).

De modo geral, ndo houve efeito da aplicagdo de 1 pmol L™ na atividade de
POD, na casca e na polpa de goiabas ‘Kumagai’ colhidas no estadio amarelo de

amadurecimento e inoculadas ap6s 48 horas do tratamento com o regulador (P>0,10).
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Figura 6 — Atividade de peroxidase na casca (A) e polpa (B) de goiabas ‘Kumagai’
colhidas no estadio amarelo e inoculadas com Colletotrichum gloeosporioides apos 48
horas do inicio do tratamento. Os frutos foram tratados com 0 e 1 umol L™ de metil

jasmonato e mantidos a 25 °C e 85-90% UR por 8 dias.

4.2.2.3 Polifenoloxidase (PPO)

Nas primeiras 48 horas do experimento, os frutos tratados com MJ apresentaram
reducdo de 71% na atividade de PPO quando comparados aos frutos que ndo receberam
a aplicacdo do regulador, com média de 0,11 umol de catecol.min™.mg de proteina™ e
0,39 pmol de catecol.min®.mg de proteina®, respectivamente. Apds 72 horas do
tratamento com MJ, ou seja, 24 horas da inoculagdo, ndo houve diferenca entre os
tratamentos (P>0,10).
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No final do periodo estudado, ap6s 48 horas da inoculacéo, foi observada alta
atividade da PPO na casca dos frutos inoculados (Figura 7A), com valor de 0,68 pmol
de catecol.min™.mg de proteina™, diferindo dos demais tratamentos (P<0,10). Nessa
mesma data, os frutos que ndo foram tratados e aqueles que foram previamente tratados
com MJ e inoculados apresentaram o mesmo valor de atividade de 0,15 pmol de
catecol.min.mg de proteina™, ja4 os frutos que somente foram tratados com MJ
apresentaram valores de 0,18 pmol de catecol.min™.mg de proteina™(P>0,10).

Também na polpa ndo foi observado estimulo da atividade da PPO com o
tratamento com MJ no inicio do experimento (P>0,10) (Figura 7B). Apds 48 horas,
frutos que ndo foram tratados com MJ apresentaram maior atividade da PPO (0,95 pmol
de catecol.min’.mg de proteina™) que os frutos tratados com MJ (0,59 pmol de
catecol.min™.mg de proteina™) (P<0,10).

N&o houve diferenca entre os tratamentos apds as 72 horas do inicio do
experimento (P>0,10). Frutos que foram inoculados com Colletotrichum sp.
apresentaram aumento na atividade da PPO 96 horas ap6s o inicio do experimento, com
valor de 0,75 umol de catecol.min™.mg de proteina™ diferindo dos demais tratamentos,
que apresentaram média de 0,24 pmol de catecol .min™t.mg de proteina™, bem como da
atividade obtida no dia anterior de coleta, com valor de 0,34 pmol de catecol
transformado.min™*.mg de proteina™ (P<0,10).

De modo geral, o tratamento com MJ néo foi eficaz em estimular a atividade da
polifenoloxidase, e frutos tratados apresentaram atividade inferior ou igual aos frutos
ndo tratados em ambos tecidos avaliados, ao longo do periodo de armazenamento
(P>0,10). Houve maior atividade da polifenoloxidase nos frutos inoculados apds 96

horas de armazenamento (P<0,10).
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‘Kumagai’ colhidas no estddio amarelo e inoculadas com Colletotrichum
gloeosporioides apds 48 horas do inicio do tratamento. Os frutos foram tratados com 0 e

1 pmol L™ de metil jasmonato e mantidos a 25 °C e 85-90% UR por 8 dias.

5 DISCUSSAO

Os resultados demonstraram que o MJ, nas duas concentracfes estudadas, nao
foi efetivo no controle da antracnose em goiabas ‘Pedro Sato’, independente do estadio
de amadurecimento na colheita e do tempo até a inoculacdo do patdgeno (Tabelas 1, 2,
3, 4 e Figura 2). No entanto, nesse mesmo experimento, houve efeito do regulador nas
goiabas ‘Kumagai’, mas somente naqueles frutos colhidos mais amarelos (Tabela 7 e
Figura 3).

Os efeitos da aplicacdo exdgena do MJ na pés-colheita de frutos ainda ndo estdo
suficientemente claros, e parecem ser bastante dependentes da espécie, das cultivares
estudadas e do estado fisidlogico dos frutos no momento da aplicacdo do regulador
(FAN et al., 1998; KHAN & SINGH, 2007; ZIOSI et al, 2008). No amadurecimento, 0
efeito do MJ ocorre, em parte, via interacdo com o etileno, apresentando respostas
maximizadas na presenca do hormonio (FAN et al., 1998). O mesmo ocorre na indugéo
dos mecanismos de defesa (XU et al., 1994; LAUDERT & WEILER, 1998), em que a
presenca de patdgenos também provoca o aumento na producdo de etileno (VAN
LOON et al. 2006), e dessa forma, ambos sdo considerados os principais compostos

sinalizadores da expressdo de genes de defesa em plantas (HIRAGA et al., 2000).
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As reacOes sinalizadas pelo MJ também sd@o dependentes da cultivar utilizada.
KONDO et al. (2005) estudando duas cultivares de macgd, observaram que apos a
aplicacdo do regulador, as cultivares respondem de maneira diferente. A cultivar
Delicious apresentou uma diminuicdo na producdo de etileno, enquando a cultivar
Golden Delicious apresentou um aumento na producdo desse hormdnio. Em péssegos
da cultivar Baifeng, 1 pmol L™ de MJ promoveu reducéo na incidéncia e na severidade
de Rhizopus stolonifer e Botrytis cinerea (JIN et al., 2009). A aplicacéo de 200 pmol L™
de MJ em péssegos da cultivar Bayuecui promoveu reducdo na incidéncia de Monilinia
fructicola, e ndo apresentou efeito no desenvolvimento de Penicilium expansum (YAO
& TIAN, 2005b).

Neste trabalho, a inoculacao das goiabas ‘Kumagai’ 24 horas apos o tratamento
com MJ ndo resultou em reducdo dos indices de incidéncia e severidade em nenhuma
das concentracOes utilizadas (Tabelas 5 e 6). A reducdo somente foi observada quando a
inoculacéo foi realizada com 48 horas apds o tratamento com MJ (Tabelas 7 e 8, Figura
3 C e D), assim como relatado em trabalho de MASSUCATO (2011) com mamdes.
Para YAO & TIAN (2005a) a inducdo de resisténcia e a protecdo sistémica acontecem
gradualmente, dessa forma acredita-se que esse tempo tenha sido suficiente para a
sinalizacdo dos mecanismos de defesa contra o patdgeno. A necessidade de um
intervalo de tempo para que se estabeleca o estado induzido do fruto, € um critério
intrinseco ao processo de inducgdo de resisténcia (HAMMERSCHMIDT & KUC, 1995).
GHAOUTH et al. (2003) investigaram a acdo de Candida saitoana na inducdo de
resisténcia contra B. cinerea em macds recém-colhidas e armazenadas a 4 °C, e
concluiram que o tratamento com o microorganismo antagonico apdés 48 horas da
inoculacdo do patdgeno resultou em reducdo de 50% no tamanho das lesbes, quando
comparado ao tratamento realizado 24 h apds a inoculacdo. LEEMAN et al. (1995)
obtiveram resultado semelhante, no qual o intervalo de dois dias foi necessario para
reducdo de lesbGes causadas por Fusarium oxysporum f. sp. raphani apos tratamento
com Pseudomonas fluorescens em rabanetes. Dessa forma, o indutor de resisténcia ideal
deve combinar um pequeno intervalo de resposta com uma protecdo prolongada
(HAMMERSCHMIDT & KUC, 1995).

Os resultados de incidéncia e severidade de antracnose também indicaram efeito
distinto entre as concentragdes de MJ aplicadas, quando a inoculagéo foi feita 48 horas
do inicio do tratamento. O regulador aplicado na concentracdo de 10 pmol L™ em

goiabas ‘Kumagai’, colhidas em dois estadios de amadurecimento, ndo teve efeito no
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controle de antracnose (Figura 3). Em contraste, DROBY et al. (1999) avaliaram o
efeito de MJ na redugdo de incidéncia de Penicillium digitatum em toranjas
armazenadas a 24 °C e o resultado indicou que a aplicagdo de 10 umol L™ foi a mais
eficaz no controle da doenga dentre as concentracdes utilizadas. O mesmo foi obtido por
MASSUCATO (2011), em que 10 pmol L™ controlou significativamente o
desenvolvimento de C. gloeosporioides inoculado em mamd@es. Nas goiabas, a
exposicdo dos frutos a0 MJ na concentracdo de 1 pumol L™ resultou em reducdo da
incidéncia e da severidade da antracnose em frutos colhidos no estddio amarelo de
amadurecimento (Tabela 9). O mesmo foi constatado por JIN et al. (2009) que
obtiveram resultados positivos no controle de Penicillium expansum, B. cinerea e R.
stolonifer em péssegos tratados com a concentracdo de 1 pmol L, tida como a mais
eficaz dentre as doses avaliadas. Existem evidéncias de que a concentracdo aplicada de
MJ durante a pos-colheita interfere no tipo de resposta dos frutos. O uso de
concentracfes elevadas de MJ leva a um estimulo do amadurecimento e,
consequentemente, da senescéncia (BUTA & MOLINE, 1998; PEREZ et al., 1993), o
que pode minimizar o efeito positivo da inducdo de resisténcia (GONZALEZ-
AGUILAR et al., 2003) e predispor o fruto a infeccao.

No segundo experimento ndo foi verificado nenhum efeito no controle da
antracnose quando os frutos foram expostos a 1 umol L™ de MJ (Figura 4). A aplicacio
deste regulador confere protecdo contra amplo espectro de patdégenos com diferentes
estratégias de colonizacdo, em diferentes frutos (THALER et al., 2004). O tratamento
com MJ mostrou ser eficiente na redugdo da antracnose em nésperas (CAO et al., 2007)
e em tomates (TZORTZAKIS, 2007), inibiu a podridao causada por Botrytis cinerea em
morangos (ZHANG et al., 2006), promoveu reducdo na incidéncia de Monilinia
fructicola em péssegos (YAO & TIAN, 2005b) e de Penicillium digitatum em toranjas
(DROBY et al., 1999). Avaliaces in vitro com 10 mM de MJ também resultaram em
reducédo do desenvolvimento de Botrytis cinerea (ZHU & TIAN, 2012).

Portanto, a defesa contra estresses bidticos e abioticos nas plantas consiste em
uma rede complexa de respostas eficientes na reducdo dos efeitos deletérios causados
por esses estresses (SCHEEL, 1998). Fica evidente que o efeito do tratamento com o
regulador durante a pos-colheita dos frutos € muito variavel e que estudos que
relacionem a concentracdo, o estadio de desenvolvimento e mecanismos de acdo deste

composto ainda sdo necessarios para o esclarecimento do papel do mesmo em frutos.
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O actmulo de MJ ja foi associado ao incremento na atividade de enzimas de
defesa em diversas culturas (GUNDLACH et al., 1991), atuando como regulador da
expressdo de genes que codificam a sintese de diferentes enzimas do sistema
antioxidante e do metabolismo secundario (CHEONG & CHOI, 2003; TANG et al.,
2012). OROZCO-CARDENAS et al. (2001) propuseram que o MJ estaria envolvido na
sinalizacdo de genes iniciais, ativados 30 minutos apds a injdria, culminando no
acumulo de peréxido de hidrogénio (H.O), sinalizado pela fragmentagdo de
componentes da parede celular (SOARES & MACHADO, 2007). O H,0, é altamente
reativo e tem papel central na sinalizacdo das reacdes da resisténcia sistémica adquirida
(RSA) e da resisténcia sistémica induzida (RSI) (SCHEEL, 2002; WALTERS, 2003).
CAO et al. (2007) verificaram que a aplica¢do de 10 umol L™ MJ em nésperas reduziu o
crescimento de Colletotrichum acutatum pela inducdo de mecanismos de defesa. A
atividade de superdxido dismutase (SOD) se manteve constante, enquanto a atividade
de catalase (CAT) foi inferior a obtida nos frutos ndo tratados até o quarto dia de
avaliacdo, levando ao acumulo de H,O,. O mesmo resultado foi constatado por JIN et
al. (2009) em péssegos tratados com 1 pmol L™* de MJ. Em estudo realizado com
cerejas, a aplicacdo na pos-colheita de MJ por imersdo (200 umol L™ por 2 minutos)
teve pouco efeito no controle de Monilinia fructicola, no entanto foi verificado aumento
na atividade de enzimas chave do metabolismo secundario (YAO & TIAN, 2005a).

Dentre as enzimas envolvidas na rota dos fenilpropanoides, trés séo
normalmente induzidas em resposta a estresses causados por patdgenos: fenilalanina
amonia-liase (PAL), peroxidase (POD) e polifenoloxidase (PPO) (CHITARRA &
CHITARRA, 2005). A PAL é a principal enzima da rota dos fenilpropanoides, via
biossintética dos compostos fendlicos secundarios. Essa enzima catalisa a reacdo de
formacdo de &4cido cinamico, pela retirada de uma aménia da fenilalanina. E regulada
por vérios estimulos, dentre eles luz, nutrientes e infecgdo por fungos (CAMM &
TOWERS, 1973). Mensageiros secundarios como o MJ em associagdo ao aumento na
producdo de etileno, em resposta ao dano, induzem a sintese de PAL (ENGELSMA &
BRUGGEN, 1971). Para DITTRICH et al. (1992) os jasmonatos sdo elicitores que
induzem genes de sintese da PAL.

O tratamento pés-colheita em cerejas com 200 pmol L™ de MJ, por imersdo,
resultou num aumento significativo na atividade da PAL, quatro dias ap6s tratamento,
quando os frutos foram armazenados a 25 °C (YAO & TIAN, 2005a). GUNDLACH et
al. (1991) constataram actumulo de PAL poli(A)" RNA e pico de atividade da enzima
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com 25 e 33 horas, respectivamente, apos adi¢ao de 5uL de MJ em suspenséo de células
de Eschscholzia californica, expostas a levedura, utilizada como elicitor de respostas de
defesa.

Nos resultados do segundo experimento, no qual ndo houve controle da
antracnose, ndo foi verificado estimulo gerado em resposta ao MJ na atividade da
enzima PAL, no inicio do experimento, antes ou depois da inoculacdo (Figura 5). CAO
et al. (2007) obtiveram resultado semelhante ao determinar a atividade de PAL em
nésperas (Eriobotrya japonica) submetidas ao tratamento com 10 pmol L™ de MJ e
inoculados apo6s 24 horas com C. acutatum. O estudo indicou que o regulador manteve
baixa a atividade da enzima em comparacao ao controle.

Outra enzima avaliada foi a polifenoloxidase (PPO), localizada nos plastideos.
Danos celulares causados pelo amadurecimento ou por invasdo de fitopatdgenos expbe
essa enzima a compostos fenolicos, que sdo seus substratos, desencadeando uma reagédo
que leva ao escurecimento dos tecidos (VAUGHN & DUKE, 1984; HOLDERBAUM et
al., 2010). Essa reagdo consiste na oxidacdo de fendlicos em quinonas, catalisada pela
PPO, e a seguinte polimerizacdo das quinonas em pigmentos, como a melanina. Na
defesa contra invasores, essa enzima contribui tanto pela formagdo de melanina, que
atua como uma barreira fisica no sitio da infec¢do, enrijecendo a parede celular, como
pela formacdo de quinonas que polimerizam-se a proteinas secretadas pelo patégeno,
nocivas ao hospedeiro, dificultando o processo de colonizacdo (WALKER & FERRAR,
1998).

Segundo THALER et al. (1996), a exposicdo de tomateiros aos volateis de MJ
por 12 horas triplicou a sintese de PPO em relacdo as plantas controle, aumentando a
protecdo contra insetos. CONSTABEL & RYAN (1998) constataram que a inducéo da
enzima PPO foi evidente em plantas de tomate e tabaco, enquanto a resposta observada
para S. nigrum e S. tuberosum foi menos intensa, quando submetidos a aplicacdo de 20
pL de MJ. Nas espécies em que houve indugdo de PPO, o pico de atividade da enzima
foi verificado 48 horas apds a injuria. Os autores relacionaram o aumento da atividade
da enzima em resposta ao acumulo de MJ enddgeno, sendo este o principal indutor do
mecanismo de defesa.

Os resultados do segundo experimento indicaram aumento na atividade de PPO
nos frutos inoculados com Colletotrichum gloeosporioides, no entanto, ndo houve
estimulo evidente do tratamento com MJ na inducdo da enzima (Figura 7). Para

MAYER (2006), as alteracdes na atividade de PPO nem sempre estdo relacionadas a
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aplicacdo de MJ, ndo sendo esta uma resposta universal, variando de acordo com a
sensibilidade das espécies. Deve-se lembrar que no presente estudo ndo foi observado
nenhum controle da antracnose no segundo experimento (Tabela 10 e Figura 4).

LI & STEFFENS (2002) detectaram em tomateiros transgénicos, com
superexpressdo de PPO, aumento na resisténcia sisttmica contra o patdgeno
Pseudomonas syringae. As plantas modificadas apresentaram maiores taxas de
oxidacdo de fendlicos, com reducdo significativa na populacdo das bactérias,
apresentando lesdes com severidade 15% menores quando comparadas as plantas
controle. Em ginseng (Panax quinquefolius L.), areas de coloracdo marrom se
desenvolvem na superficie das raizes em resposta ao ataque de fungos fitopatogénicos,
devido ao aumento na oxidacao de fendlicos, através da alta atividade das enzimas PPO
e POD no local da infeccdo (RAHMAN & PUNJA, 2005).

Complementar a estes resultados, também foi avaliada a atividade da peroxidase
(POD) na casca e na polpa de goiabas ‘Kumagai’ submetidas a inoculagdo, ao
tratamento com MJ e a conjugacao desses fatores. As peroxidases utilizam os peroxidos
para oxidar varios substratos biologicos incluindo os fendlicos e estdo envolvidas em
respostas relacionadas a estresses (HAMMERSCHMIDT et al., 1982), assim como as
polifenoloxidases (TANG et al.,, 2012). Sua biossintese se da pela rota dos
fenilpropandides, iniciada pela enzima PAL. Mesmo com a baixa atividade obtida em
todas as condicOes estudadas, foi novamente possivel observar que ndo houve indugéo
na atividade da enzima, nos primeiros dias de experimento, antes da inoculacdo (Figura
6). Um aumento isolado da atividade de POD foi observado ap6s 24 horas da
inoculagdo, ou seja, 72 horas do inicio do experimento, somente na casca de frutos
previamente tratados com MJ e inoculados (Figura 6). Alteracdes na atividade das
peroxidases tém sido frequentemente correlacionadas a resposta de resisténcia ou
suscetibilidade em diferentes patossistemas (STARGALIN et al., 2011). Contudo, nem
sempre essas enzimas tem uma relacdo direta com o estabelecimento do estado
induzido, sendo apenas uma das muitas respostas de defesa manifestadas pelas plantas
(LABANCA, 2002).

A constante e baixa atividade das trés enzimas determinadas no segundo
experimento € mais um indicativo de que o MJ ndo manifestou sua acdo elicitora na
inducdo do sistema de defesa das goiabas, dado condizente com os resultados obtidos

para o controle da antracnose nos frutos, apresentados nos dois experimentos.
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6 CONCLUSAO

A aplicagdo de 1 e 10 pmol L™ de MJ ndo controlou a antracnose em goiabas

‘Kumagai’ e ‘Pedro Sato’.
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