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RESUMO

O objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito do &cido salicilico (AS), aplicado em pds-colheita, sobre a conservagéo de acerolas
e a indugdo de resisténcia dos frutos a podriddes. As acerolas foram colhidas, selecionadas e submetidas a aplicagao de quatro
concentragdes de AS (0,5; 1,0; 1,5 e 2,0 mM) e a testemunha (agua destilada). Apds 192 horas de armazenamento a 812 °C,
avaliou-se a perda de massa da matéria fresca teor de solidos sollveis totais, acidez titulavel, &cido ascorbico e incidéncia de
podriddes dos frutos. Em intervalos de 24, 48, 96 e 192 horas determinou-se antocianinas, flavonoides e atividades das enzimas
fenilalanina aménia-liase (FAL), quitinases e -1,3-glucanase. O AS atuou na manutengéo da qualidade pds-colheita de acerolas,
mantendo o teor de acidez titulavel mais elevado e a retencéo dos sélidos soluveis totais, 0 que demonstra um atraso na maturagao/
senescéncia dos frutos. Os teores de antocianinas e flavondides, bem como a atividade da FAL, tiveram alteragdes no decorrer do
experimento em fungédo da aplicagdo de AS, demonstrando haver ativagéo da rota dos fenilpropanoides para sintese de metabdlitos
secundarios. O acido salicilico atuou sobre a ativagdo das enzimas quitinases, §-1,3-glucanase demonstrando haver indugéo de
resisténcia nos frutos proporcionando controle de podriddes pelo uso deste indutor.

Palavras-chave: fenilalanina aménia-liase, Malpighia emarginata, fruticultura, quitinases, -1,3-glucanase

Salicylic acid operates in maintenance of post-harvest quality acerolas

ABSTRACT

The aim of this study was to evaluate the SA elicitor effect applied in the West Indian cherries postharvest in the conservation and
rot resistance induction. The West Indian cherries were harvested, selected and submitted to application of four SA concentrations
(0.5; 1.0 1.5 and 2.0 mM) and the control treatment (distiller water). After 192 hours storage in the 8 £2°C, it was evaluated the
weight loss, total soluble solids, titratable acidity, ascorbic acid and fruits rots incidence. At intervals of 24, 48, 96 and 192 hours,
it was evaluated the anthocyanin, flavonoids and, phenylalanine ammonia-lyase (PAL), chitinases and -1, 3-glucanase enzymes
activities. Salicylic acid acted to maintain the postharvest West Indian cherry quality, with the titratable acidity greater and retention
of the total soluble solids, what it demonstrated to delay the fruit ripening/senescence. The anthocyanin and flavonoids contents,
as well as, the PAL activity had changes during the experiment due to the SA application, what it demonstrated to activate
of phenylpropanoid route for secondary metabolites synthesis. The salicylic acid acted in the chitinases and -1,3-glucanase
enzymes activation, which it demonstrated to induce fruit resistance for rot control by use of this inductor.

Key words: phenylalanine ammonia lyase, Malpighia emarginata, fruit, chitinases, $-1,3-glucanase
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Introducao

A aceroleira (Malpighia emarginata) é uma planta rustica
que produz frutos com elevado teor de nutrientes, acido
ascorbico (vitamina C) e antocianinas (Musser et al., 2004).
Além disso, as acerolas possuem sabor e textura agradaveis ao
consumidor, sendo que essas caracteristicas levam-na a ser um
produto de grande aceitagdo no mercado (Caetano et al., 2012).

No entanto, a acerola ¢ um fruto muito perecivel, que
perde suas caracteristicas desejaveis para o consumo muito
rapidamente apo6s sua colheita. O padrdo climatérico desta
fruta ¢ fator que acelera sua senescéncia apo6s a colheita ¢ a
perda de umidade ¢ muito significativa nos primeiros dias
de conservagdo, o que torna os frutos mais suscetiveis a
ocorréncia de patdogenos. Nesse sentido, torna-se importante o
estudo de métodos de conservagao de acerolas que permitam a
manuten¢ao da qualidade p6s-colheita, possibilitando melhores
condigdes para comercializagdo (Carvalho & Grolli, 1998).

Os indutores de resisténcia ou elicitores sdo produtos
bidticos ou abidticos, que ativam a expressao de genes que
codificam diversas respostas de defesa a patégenos, conduzindo
a indug@o da resisténcia e, com isso, a protecdo de tecidos da
planta ainda ndo atacados, tornando-os resistentes a infecgao por
patdgenos. Tais respostas de defesa incluem sintese de proteinas
relacionadas a patogenicidade (proteinas-RP), dentre elas as
quitinases, f-1,3-glucanase ¢ a fenilalanina amoénia-liase (FAL),
sendo a FAL, a enzima chave na rota de sintese de compostos
fendlicos e acimulo de lignina em tecidos adjacentes ao local de
penetracdo do patdogeno (Durrant & Dong, 2004).

O 4cido salicilico (AS) ¢ um indutor de resisténcia que tem
um extensivo papel de sinalizador em plantas, especialmente na
defesa contra patégenos, com envolvimento na transducdo de
sinais durante a interagdo patogeno-hospedeiro (Stangarlin et al.,
2011). Pesquisas demonstram que o AS regula mecanismos de
resisténcia no local de infecgdo (resposta de hipersensibilidade -
HR) e através da resisténcia sistémica adquirida (RSA), atuando
na expressdo de genes responsaveis pelo acimulo de espécies
reativas de oxigénio no apoplasto, tais como superoxido (O,) €
peroxido de hidrogénio (H,0,), que causam a morte de células
no local da infecgdo (HR), pela sintese de lignina na parede
celular de células vizinhas ao local de infecgdo e pela sintese
de proteinas-RP e compostos fendlicos em locais distantes da
infecgdo (Campos, 2009; Vlot et al., 2009).

O acido salicilico apresentou efeito de indugao de resisténcia
e manuten¢ao da qualidade poés-colheita de maracujas (Weber
et al., 2012), morangos (Lolaei et al., 2012; Salari et al., 2012)
e péssegos (Khademi & Ershadi, 2013), por exemplo. Porém,
na conservagdo pos-colheita de acerolas as pesquisas sdo
inexistentes, o que podera ser uma alternativa de interesse para
manuten¢do da qualidade dos frutos na pds-colheita.

O objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito do indutor
de resisténcia acido salicilico na conservagao pos-colheita de
acerolas.

Material e Métodos

As acerolas foram colhidas em um pomar orgénico no
municipio de Dois Vizinhos, Parana, em dezembro de 2012, ¢
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transportadas ao Laboratério de Fitopatologia, onde passaram
por selecdo, uniformizacdo, e pesagem das amostras. Em
seguida, os frutos foram submersos por 5 minutos em solugéo
de acido salicilico de acordo com sua concentragdo 0,0;
0,5; 1,0; 1,5 ¢ 2,0 mM. Os frutos foram acondicionados em
bandejas de plastico com tampa (dimensdes de 10 x 10 x 8
cm). Utilizou-se o delineamento experimental inteiramente
casualizado, com quatro repeti¢cdes de 30 frutos.

Apo6s 192 horas de armazenamento em B.O.D. a 8 °C £2,
avaliou-se a perda de massa da matéria fresca, teor de solidos
soluveis totais, acidez titulavel, acido ascorbico e incidéncia
de podriddes dos frutos. Além disso, apds 24, 48, 96 e 192
horas da aplicacdo da solugdo com ou sem acido salicilico,
foi realizada a determinagdo de antocianinas, flavonoides e
atividades das enzimas fenilalanina amonia-liase, quitinases e
f-1,3-glucanase. Tais andlises foram realizadas para todos os
tratamentos, com exce¢do de quitinases ¢ S-1,3-glucanase, que
foram realizados somente para frutos sem aplicacdo de acido
salicilico (testemunha) e com aplicag@o da concentragdo de 2,0
mM de acido salicilico.

A perda de massa da matéria fresca dos frutos foi obtida pela
diferenca da matéria fresca das amostras no dia da instalagao
do experimento com valor encontrado nas pesagens no final
do experimento, expresso em percentual. O teor de solidos
soluveis totais foi analisado do suco extraido dos frutos, com o
auxilio de um refratometro digital. Os valores foram expressos
em ‘Brix. A acidez titulavel foi determinada de 10 mL de suco
dos frutos diluido em 100 mL de agua destilada, seguido por
titulagdo com uma solugdo de hidroxido de soédio 0,1 N até
atingir pH 8,1, sendo expresso em meq 100 mL"'. A analise de
acido ascorbico foi realizada por volumetria com utilizagdo de
iodo padronizado para oxido-redugdo, segundo metodologia
do Instituto Adolfo Lutz (2008), em que cada mL de iodo gasto
na titulacdo correspondeu a 8,806 mg de acido ascoérbico. A
avaliacdo da incidéncia de podriddes foi realizada por analise
visual, e confirmada com auxilio de um estereomicroscépio
binocular, e expressa em percentual de frutas com sintomas de
doengas (micélios aparentes).

Para a quantificag@o de flavonoides e antocianinas utilizou-
se a metodologia descrita por Lees & Francis (1972), sendo
utilizado 0,3 mL do suco de acerola diluido em 5,0 mL da
solugdo extratora, formada por etanol 95% mais HCI 1,5 N
na proporcdo de 85:15. Esse extrato foi conservado em tubos
de ensaio ao abrigo de luz e a temperatura de 4 °C por 20
horas. Apos este periodo, o extrato foi filtrado com mais 5,0
mL da solugdo extratora citada acima e deixado em repouso
em frascos cobertos com papel aluminio por 2 horas. Depois
do repouso foi retirado 0,5 mL da amostra com mais 3,0 mL
da solugdo extratora e acondicionada em tubos de ensaio
identificados, que foram agitados, para entdo proceder a leitura
em espectrofotometro. Para flavonoides a leitura foi feita a
370 nm, e para antocianinas a 535 nm, obtendo-se, assim, os
devidos valores de absorbancia.

A determinacdo da atividade da fenilalanina amonia-liase
foi por quantificagdo colorimétrica do acido trans-cinamico
liberado do substrato fenilalanina, conforme metodologia
descrita por Kuhn (2007), aonde se utilizou 0,5 mL do suco das
frutas com mais 3,0 mL do tampdo TRIS — HCI pH 8,0. Este
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extrato foi acondicionado em tubos ependorfe devidamente
marcados que foram levados para a centrifuga por 10 minutos,
a4 °C e a 6000 rpm. Apos, foi transferido uma aliquota de
200 pL para tubo de ensaio identificado, acrescentando-se
mais 3,0 mL do tampao de extracdo. A solucdo foi agitada,
obtendo-se assim, o extrato enzimatico. Deste extrato, 1,5 mL
foi transferido para outro tubo de ensaio, com mais 1,0 mL
do tampdo de extragdo e 0,5 mL de fenilalanina. Novamente,
esta solugdo foi agitada para homogeneizagao. E apds, os tubos
foram incubados em banho-maria por 45 minutos a 40°C.
Depois de retirados do banho-maria, os tubos foram colocados
em banho de gelo por 5 minutos para interromper a reagao e
assim poder ser feita a leitura em espectrofotometro a 290 nm.

Para dosagem das atividades de quitinase e f-1,3-glucanase
as amostras foram maceradas em 2,0 mL de tampao acetato
100 mM (pH 5,0), com posterior centrifugacdo (20.000 g
por 25 min, a -4 °C). O sobrenadante foi coletado e utilizado
para a avaliagdo da atividade das enzimas. A atividade
enzimatica da quitinase foi avaliada através da liberagdo de
fragmentos soluveis de “CM-chitin-RBV”, a partir de quitina
carboximetilada marcada com remazol brilhante violeta. Para
determinacdo espectrofotométrica das atividades de f-1,3-
glucanase nos extratos foi utilizado como substrato solucao
de carboximetilcurdlan-remazol azul brilhante (CM-Curdlan-
RBB 4 mg.ml!, Loewe Biochemica GmbH), de acordo com
metodologia desenvolvida por Wirth & Wolf (1992) e com o
procedimento descrito por Guzzo et al. (1996).

Os dados foram submetidos a analise de variancia (p<0,05)
e apresentados usando estatistica descritiva (média + desvio
padrdo), teste de Tukey ou analise de regressdo, utilizando o
programa ASSISTAT.

Resultados e Discussao

Os dados demonstraram que os tratamentos com acido
salicilico propiciaram maior manutengdo acidez titulavel
de acerolas em relagdo a testemunha, sendo a equagdo que
melhor representou foi linear crescente com o aumento da
concentragdo. (Figura 1A). Fato também observado, em
relagdo aos valores iniciais de acidez, sendo que no momento
da instalag@o do experimento os frutos possuiam como valor
de acidez 7,5 meq./100ml, j& no término do experimento a
testemunha apresentou 6,4meq./100ml e todos os tratamentos
com AS apresentaram valores superiores a 7,0 meq./100ml
(Figura 1A). A perda da acidez esta relacionada ao processo
natural de maturacdo dos frutos, pois ocorre uma utilizagdo
dos acidos organicos, como substrato no processo respiratorio
via ciclo de Krebs. Nesse sentido, a manuten¢do em valores
mais elevados é um parametro importante para preservagdo da
qualidade dos frutos.

Os teores de solidos soluveis totais em acerolas com a
aplicagdo de acido salicilico apresentaram valores inferiores
em relagdo a testemunha (Figura 1B). Fato também observado,
em relagdo aos valores iniciais dos so6lidos soluveis, sendo que
no momento da instalagdo do experimento os frutos possuiam
como valor de sélidos soluveis 6,6 °Brix, ja no término do
experimento a testemunha apresentou 7,5°Brix e todos os
tratamentos com AS apresentaram valores inferiores a 7,1°Brix
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(Figura 1B). Isto sugere que a testemunha atingiu maior grau
de maturagdo no momento das avaliagdes em relacdo aos
frutos tratados com acido salicilico. Esse acréscimo ¢ atribuido
principalmente a maior disponibilidade de aglicares simples,
substrato para o metabolismo respiratdrio, visto que a acerola
¢ uma fruta climatérica, com elevada velocidade de respiracdo
(Alves et al., 1995). Outra hipdtese ¢ a de que o acido salicilico
tenha a capacidade de evitar os efeitos relativos ao etileno,
sendo usado para retardar a maturacdo de frutas e a senescéncia
de hortalicas e flores (Blankenship & Dole, 2003). Segundo
Jun et al. (1992), a producdo de etileno pode ser reduzida com
a aplicagdo de acido salicilico, que inibe a ACC oxidase, a
enzima formadora do etileno.

Observou-se que o percentual de perda de massa da matéria
fresca e a evolu¢ao do teor de acido ascorbico ocorreram
dentro de padrdes ja observados para acerolas durante sua
pos-colheita (Maciel et al, 2008; Freitas et al., 2006). Nao
ocorreram diferengas significativas destas duas varidveis em
frutos tratados com acido salicilico em relag¢@o a testemunha,
sendo o valor médio de 1,81% de perda de massa da matéria
fresca e 813 mg 100g" de acido ascorbico, respectivamente,
apds 196 horas de armazenamento. Conforme Brackmann
et al. (2007), a perda de massa da matéria fresca em frutos ¢
causada principalmente pela perda de dgua do fruto através dos
processos de transpiragdo e respiragao e, essa perda ndo implica
somente na perda de massa da matéria fresca comercializavel,
mas também na perda de qualidade do produto.

A aplicacdo de acido salicilico demonstrou eficiéncia no
controle de podriddes pos-colheita de acerolas (Figura 1C).
Supde-se que o acido salicilico ativou rotas de defesas vegetais,
ja que é amplamente conhecida sua agdo como sinalizador de
diversas rotas envolvidas na Resisténcia Sistémica Adquirida
(Fernandes et al., 2009).

Para outros autores, o acido salicilico teve efeito de
reducdo na perda de massa da matéria fresca, na incidéncia
de podriddes, manutencdo da firmeza, maior quantidade de
vitamina C, maior acidez titulavel e teor de solidos soluveis
totais e ndo causou efeitos negativos na aparéncia e no sabor
de péssegos, romas e morangos (Amborabe et al., 2002; Sayari
et al., 2009; Lolaei et al., 2012; Salari et al., 2012; Khademi
& Ershadi, 2013). Além disso, em kiwis, a aplicagdo de
acido salicilico inibiu a sintese de etileno, retardando o pico
climatérico e atrasando a senescéncia (Zhang et al., 2003).

O acido salicilico demonstrou atuar na atividade da enzima
fenilalanina amonia-liase, enzima essa considerada chave entre
o metabolismo primario e secundario, e precursora da rota do
acido chiquimico (Figura 2A). Esses resultados corroboram
com outros autores, os quais também demonstraram aumento
da atividade da fenilalanina amonia-liase apds aplicacdo de
acido salicilico em uvas (Chen et al., 2006) e romas (Sayari
et al., 2009).

Os dados demonstraram que a atividade da enzima
fenilalanina amonia-liase na testemunha e na menor
concentragdo de acido salicilico (0,5 mM), decresceu em
funcdo do tempo. Ja para os tratamentos com a concentragdo de
1,0 mM houve reducio na atividade desta enzima até 96 horas,
e posterior ativagdo enzimdtica em funcdo do tratamento.
Mas os resultados mais efetivos da agdo do acido salicilico
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Figura 1. Acidez titulavel (A), Sélidos Sollveis Totais (B) e Podridao de frutos
(C) em acerolas (Malpighia emarginata) tratados com acido salicilico (AS)
conforme sua concentracdo. UTFPR. Dois Vizinhos - PR, 2013

sobre a atividade da fenilalanina amonia-liase ocorreram nas
concentragdes mais elevadas (1,5 e 2,0 mM). Nesse caso, ficou
evidente, que apds 48 horas, ocorreu a ativagdo da fenilalanina
amonia-liase, sendo que esse tempo, entre a aplicagdo dos
tratamentos e a resposta vegetal, ¢ variavel em func¢do do indutor
utilizado e da espécie vegetal. Alguns trabalhos demonstram
acdo similar, como o estudo desenvolvido por Campos et al.
(2003), que observaram a¢ao da fenilalanina amonia-liase apos
3 dias da aplicagdo de acido salicilico em feijoeiro.

A ativag@o da fenilalina amdnia-liase em acerola sugere
o incremento de compostos fenoélicos, ja que a principal rota
de sintese dos mesmos ¢ a rota do acido chiquimico. Nesse
sentido, os resultados observados nesse trabalho, com os
compostos fenolicos flavonoides e antocianinas confirmam o
incremento dos mesmos pela aplicagdo de acido salicilico. Para
flavonoides e antocianinas, quando se aplicou acido salicilico,
nas concentragdes acima de 1,0 mM, os valores diferiram dos
demais tratamentos, atingindo os valores maximos com 96 horas
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apos o tratamento (Figuras 2B e 2C). Esses dados corroboram
com os encontrados por Coltro (2012), que também observou
um efeito benéfico nas concentracdes de antocianinas em
morangos tratados com acido salicilico associado ao choque
térmico, comparado aos tratamentos sem aplicagdo do indutor.
Tais resultados, demonstram estar diretamente relacionados
com a atividade da fenilalanina amonia-liase. Nesse sentido,
os dados sugeriram que apo6s 48 horas da aplicacdo do acido
salicilico ocorreu ativagdo da rota dos fenilpropanoides, e
com 96 horas, como produto de tal ativagdo, o incremento dos
flavonoides (Figura 2B) e antocianinas (Figura 2C).

As analises das proteinas-RP quitinases e S-1,3-glucanase,
avaliadas em acerolas tratadas com a maior concentracao de
AS (2,0 mM) e na testemunha, demonstraram que o mesmo
atuou na ativacdo destas duas enzimas apos 48 ¢ 96 horas,
respectivamente (Tabela 1).
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Tabela 1. Atividade enzimatica de quitinase (UAbs.ug prot. mL") e B-1,3
glucanase (UAbs min.mg' proteina) presentes em acerolas tratadas e nao
tratadas com diferentes concentragdo de acido salicilico. UTFPR. Dois
Vizinhos - PR, 2013

24 48 96 192 Média
Horas
Quitinases
Testemunha 0,06 aA 0,07 bA 0,08 bA 0,08 bA 0,073
AS (2,0 mM) 0,07 aB 0,30 aA 0,38 aA 0,32 aA 0,268
-1,3 glucanase
Testemunha 0,08 aA 0,11 aA 0,10 bA 0,012 bA 0,103
AS (2,0 mM) 0,08 aB 0,11 aB 0,32 aA 0,29 aA 0,200

Médias seguidas pela mesma letra mailiscula na linha e mintscula na coluna néo diferem entre si
pelo teste de Tukey (p<0,05).

A ativagdo da sintese de quitinases e glucanases quando se
aplica o eliciador acido salicilico verificadas por muitos autores
¢ demonstrada no artigo de revisdo de Vlot et al. (2009). Yao &
Tian (2005) observaram que a aplicagdo pré-colheita de acido
salicilico a 2,0 mM reduziu significativamente o diametro de
lesdes causadas por Monilinia fructicola em cerejas, constatando
que houve aumento nas atividades de f-1,3-glucanase, fenilalina
amonia-liase e peroxidase. Narusaka et al. (1999) também
observaram a ativacao de f-1,3-glucanas, quitinase e peroxidase
em plantas de pepino tratadas com acido salicilico.

Considerando-se o processo de defesa vegetal, em uma
avaliacdo conjunta dos resultados deste experimento, observou-se
que o acido salicilico atuou na redugéo de podriddes e na ativagdo
da rota dos fenilpropandides através da fenilalanina amonia-liase
e das proteinas-RP quitinases e $-1,3-glucanase, demonstrando-
se sua agdo na ativagdo da resisténcia sistémica adquirida em
acerolas. A resisténcia sistémica adquirida ¢ caracterizada pela
manifestagdo ou produgdo de um sinal liberado a partir do sitio
de infec¢@o que provoca a necrose e a translocacdo deste sinal
para outras partes da planta, induzindo reagdes de defesa que
protegerdo a planta contra infeccdes e colonizagdes posteriores
(Silva et al., 2008). Além disso, o acido salicilico proporcionou
atraso na maturagao e senescéncia das acerolas, uma vez que atuou
positivamente sobre a manutengdo dos teores de acidez titulavel
e solidos soluveis totais (Figura 1A e 1B). Isto possivelmente foi
resultado do efeito do acido salicilico sobre a redugdo da atividade
respiratoria e sintese do etileno.

Conclusoes

A aplicagdo de acido salicilico possibilita a manutengdo da
qualidade pds-colheita de acerolas, retardando a maturagéo ¢ a
reducdo da incidéncia de podriddes.

O 4cido salicilico ativa rotas de defesa vegetal, como
as PR-proteinas quitinases ¢ f-1,3-glucanase ¢ a rota dos
fenilpropanoides, com alteragdo na atividade da fenilalanina
amonia-liase e nos compostos do metabolismo secundario,
como antocianinas e flavonoides.
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