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Resumo

OLIVEIRA, Isadora Rubin de. Radia¢cdo UV-C aplicada durante o cultivo de
morangueiros (Fragaria x ananassa Duch.), cv. Camarosa, altera o
metabolismo e a qualidade dos morangos. 2013. 80f. Dissertagdo
(Mestrado) — Programa de PoOs-Graduagdo em Ciéncia e Tecnologia de
Alimentos. Universidade Federal de Pelotas, Pelotas.

Durante o cultivo e na poés-colheita do morango, os frutos sdo altamente
susceptiveis a podriddo cinzenta, uma doenca causada pelo fungo Botrytis
cinerea. Assim, a utilizacdo de altas doses de fungicidas durante a cultura é
uma pratica commum na producdo deste fruto, levando a problemas de
contamina¢des ambientais e de saude. Neste estudo a aplicacdo de radiacéo
UV-C sobre morangueiros foi realizado com o objetivo de avaliar os efeitos
sobre a qualidade dos frutos. Uma reducéo da carga microbiana dos frutos foi
observada, assim como uma menor incidéncia de podriddes fungicas. No
entanto, a diminuicdo da produtividade, peso dos frutos e aumento do acumulo
de proteinas Bet v, que sdo conhecidas pelo potencial alergénico também
foram observados. A atividade da enzima PAL, bem como o teor de compostos
fendlicos e antocianinas foram maiores. A acumulacdo de acido L-ascorbico,

carotendides e capacidade antioxidante também aumentou.

Palavras-chave: estresse abidtico, fitoquimicos, mofo cinzento, proteinas
relacionadas a patogénese



Abstract

OLIVEIRA, Isadora Rubin de. UV-C applied during cultivation of strawberry
(Fragaria x ananassa Duch.), Cv. Camarosa, alters the metabolism and
quality of strawberries. 2013. 80f. Dissertation (Masters Degree) - Programa
de Pdés-Graduagdo em Ciéncia e Tecnologia de Alimentos. Universidade
Federal de Pelotas

Strawberry production is highly susceptible to grey mold, a disease caused by
the fungus Botrytis cinerea. Thus, the use of high doses of fungicides during
cultivation is a commum practice in the production of this fruit, leading to
enviromental and health problems. In this study, apllication of UV-C radiation on
strawberry plants was performed and the effects on fruit quality were evaluated.
A reduction of the microbial load on the fruit surface and decreased incidence of
fungal rots was observed. However, decreased productivity and fruit weight and
increased accumulation of proteins Bet v, know to be allergenic, and were also
observed. Pal enzyme activity and accumulation of related compounds
(phenolics and anthocyanins) were higher. Accumulation of L-ascorbic acid,

carotenoids and antioxidant capacity also increased.

Keywords: abiotic stress, phytochemicals, gray mold, pathogenesis
related proteins
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1. Introducéo

A producdo mundial de frutos tem apresentado um crescimento
continuo, no triénio 89/91 a producéo foi de 420,0 milhées de toneladas, em
1996 ultrapassou as 500 milhdes de toneladas e, em 2009, colheu-se um total
de 719,7 milhdes de toneladas (IBGE, 2012). Segundo a FAO, os trés maiores
produtores sdo a China, a india e o Brasil que, juntos, respondem por 42,3% do
total mundial de frutos e tém suas producdes destinadas principalmente ao
proprio mercado nacional. No caso de morangos, a produ¢cado mundial duplicou
nos ultimos 25 anos, e no ano de 2009 atingiu mais de 4,1 milhdes de
toneladas (FAO, 2010).

No entanto, embora no Brasil a produgéo de frutos seja promissora, as
perdas poés-colheita ainda atingem valores de 30 a 40% do total produzido no
Pais (SENHOR et al., 2008). Nesse contexto, 0 morango € um dos frutos que
apresentam altos percentuais de perdas, devido ao elevado metabolismo e ao
transporte e armazenamento inadequados, que favorecem o surgimento de
podriddes. Estima-se que 40% do total da producdo de morangos é perdida
apos a colheita (VANDENDRIESSCHE et al., 2012).

O morango € uma espécie de importancia econbmica, tanto pela
geracdo de renda para quem o produz, quanto pela renda gerada no
processamento e/ou comercializagdo. E um fruto amplamente consumido no
mundo em funcdo da aparéncia, sabor e aroma caracteristicos (ABBY et al.,
2005). Além disso, o0 morango € rico em compostos bioativos, com destaque
para o acido ascorbico e compostos fenélicos, dentre esses os acidos fendlicos
e as antocianinas (CEREZO et al., 2010; GIAMPIERI et al., 2012). Entretanto, é
um fruto altamente perecivel em fungéo da baixa resisténcia mecanica e do
acelerado metabolismo (10 a 15 mg CO, kg*h™ a 0°C e 65 a 90 mg CO, kg*h™
a 20°C) (CANTILLANO; SILVA, 2010). Apés a colheita, had incremento da
respiracado, e reducdo da firmeza de polpa, o que facilita o ataque de fungos,
sendo Botrytis cinerea, maior agente causador de podriddo desse fruto
(POMBO et al., 2011). Na tentativa de impedir o crescimento do fungo, 0 uso
de fungicida é a pratica mais utilizada no cultivo do morango. Porém a

deteccdo de elevados teores de residuos quimicos nos frutos tem sido motivo



18

de restricdo ao consumo (OSHITA, 2012). Nesse contexto, se faz necessario
estudar novas tecnologias durante o cultivo e a pés-colheita, com o intuito de
tornar essa cultura mais resistente a patdgenos, reduzindo perdas atraves de
métodos que ndo afetem o ambiente, nem a salude do produtor ou do
consumidor. Uma das estratégias para se chegar a esse objetivo é buscar
alternativas que ativem vias metabolicas do metabolismo especializado dos
frutos. O uso da radiacdo UV-C aplicada na pos-colheita de frutos tem gerado
resultados promissores, com destaque para a desinfeccéo superficial de frutos
e aumento no teor de fitoquimicos com acdo antioxidante (CHARLES et al.,
2008, ERKAN, et al., 2008; HEMMATY et al., 2006), menor ocorréncia de
podridées (POMBO et al., 2011), retardo da maturacdo (LOPEZ-MALO e
PALOU, 2005) e aumento de PR-proteinas (CHARLES et al., 2009).

Entretanto, até o presente momento, a totalidade de estudos propde o
uso da radiagcdo UV-C na pés-colheita de morangos e ndo ha relatos na
literatura sobre as caracteristicas funcionais e de qualidade de morangos
cultivados sob tratamento com radiagdo UV-C. Acredita-se que a radiagdo UV-
C aplicada durante o cultivo do morangueiro, possa promover inducdo do
metabolismo especializado dos frutos supostamente responsaveis pela defesa
contra patébgenos e aumentar o0s teores de compostos fitoquimicos

responsaveis pela atividade antioxidante dos morangos.

1.1 Hipotese

a) A radiacdo UV-C aplicada durante o cultivo de morangueiros cv.
Camarosa, promove uma desinfeccdo nos morangos, aumenta o teor de PR-
proteinas como as Bet v e as [B,1-3-glucanases, diminui a incidéncia de
podriddes fungicas, aumenta a atividade enzimatica da PAL, bem como o teor
de compostos fendlicos totais, antocianinas totais, carotenoides totais, acido

ascorbico e atividade antioxidante dos frutos.

1.2 Objetivo

Estudar a influéncia da radiacdo UV-C aplicada durante o cultivo de
morangueiros, cv. Camarosa, na incidéncia de podriddes fungicas, nos teores

de PR-proteinas (Bet v e [-1,3-glucanases), nos teores de compostos
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fitoquimicos, na atividade da enzima fenilalanina aménia-liase (PAL) e na

capacidade antioxidante dos frutos.
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2. Reviséo Bibliografica

2.1 Morango

O morangueiro € botanicamente classificado como uma hortalica
pertencente & familia Rosaceae, subfamilia Rosoidea e género Fragaria
(PERKINS-VEAZIE, 2010), sendo as variedades atuais resultantes do
cruzamento entre Fragaria chiloensis e Fragaria virginiana (SANTOS, 1999). O
morangueiro € uma planta herbacea, rasteira, com caracteristicas de cultura
perene, porém cultivada como uma cultura anual. Sua reproducdo ocorre
assexuadamente, através de hastes rastejantes que crescem horizontalmente,
e produzem por meio de brotagbes denominadas estoldes mudas
geneticamente idénticas a planta-mae (RAVEN et al., 2007). Aproximadamente
80 dias apdés o plantio das mudas se inicia a colheita dos frutos, que de fato,
sao pseudofrutos, mas que durante o trabalho recebera denominacéo de fruto.

O morango é resultante do crescimento do receptaculo de um conjunto
de flores fertilizadas, sendo o fruto verdadeiro o aquénio, também conhecido
popularmente como semente (Fig.1). Do ponto de vista econdmico, 0 morango
possui grande participacdo na economia nacional e mundial (MADAIL et al.,
2007). Os principais paises produtores sdo os Estados Unidos, Espanha,
Coréia, Russia, Polbnia, Japdo e Turquia (ARAUJO, 2011). Embora o Brasil
nao se situe entre 0s maiores produtores, sua producdo vem crescendo nos
altimos anos (FAO, 2010). Atualmente a producdo de morango atinge 133 mil
toneladas, obtida em uma area de aproximadamente 3.718 hectares, sendo
Minas Gerais, Sdo Paulo e Rio Grande do Sul os trés estados com maior
producdo (RADIN et al., 2011). As principais cultivares utilizadas provém da
Universidade da Califérnia nos EUA, com destaque para cv. Aromas, Cv.
Camarosa e e cv. Oso Grande (OLIVEIRA et al., 2007).
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Aquénio

Estigma «—

Semente

Pericarpo

Figura 1. Vista do pseudofruto e aquénio (fruto).
Fonte: EMBRAPA,2010.

Em relacéo as caracteristcas funcionais, esse fruto apresenta elevados
teores de compostos antioxidantes que sdo capazes de neutralizar a acado dos
radicais livres (KHANIZADEH, 2009; PINCEMAIL et al., 2012). A importancia
do consumo de morangos para a saude humana esta correlacionada com
resultados positivos obtidos de estudos in vitro e in vivo que demonstram a
acdo dos compostos antioxidantes no combate a proliferacdo de células
cancerigenas, colesterol, glicemia e obesidade (SEERAM et al., 2006; AZZINI
et al., 2010; HENNING et al.,, 2010; ZUNINO et al., 2012). Dentre os
compostos relacionados com essas propriedades, destacam-se o0 acido
ascorbico e os compostos fendlicos, especialmente os acidos fendlicos e as
antocianinas (TULIPANI et al., 2011).

Entretanto, do ponto de vista tecnolégico, o morango ainda enfrenta
problemas durante o cultivo e na pés-colheita que incluem a podriddo cinzenta,
uma das principais doencas dessa cultura, causada pelo fungo Botrytis cinerea
(XU et al.,2012), que promove a elevada perecibilidade do fruto, limitando a
vida util na pés-colheita. Sabe-se que, 0 uso de fungicidas em todo o ciclo de
producdo, a fim de produzir frutos com aspecto saudavel é uma prética
corrente na producéo desse fruto (OSHITA et al., 2012). No entanto, aumentam
0s riscos dr ocorrencia de residuos quimicos no morango que podem acarretar
em sérias consequéncias a saude (FERNANDES et al., 2011). Frente a esse
problema, faz-se necessario o aprimoramento da tecnologia de cultivo,
utilizando praticas agricolas que nao produzam residuos toxicos ao meio
ambiente e a populagdo, e que sejam capazes de estimular a resisténcia a

podriddes, e/ou no minimo, reduzir a incidéncia de doencas.
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2.2 Radiacao UV-C

A radiacdo ultravioleta (UV) € parte do espectro eletromagnético
referente aos comprimentos de onda entre 100 e 400 nm. De acordo com a
intensidade que a radiacdo UV é absorvida pelo oxigénio, pelo ozbnio e
também pelos efeitos fotobioldgicos, costuma-se classificar a regido UV em
trés intervalos: UV-A (320-400 nm), UV-B (280-320 nm) e UV-C (100-280 nm)
(KOVACS; KERESZTES, 2002)

Na busca de tecnologias limpas que minimizem a contaminagcao
microbiana de frutos e hortalicas e diminuam o uso de agrotéxicos, a radiacdo
UV-C tem sido utilizada na pos-colheita, e mais recentemente durante o cultivo
de pequenos frutos, principalmente devido a sua acdo germicida (ERKAN;
WANG; KRISEK, 2001; MONZOCCO et al., 2011). Essa radiagdo tem como
alvo o material genético (DNA/RNA) de bactérias e fungos. Ela age penetrando
na célula, onde provoca um rearranjo da informacédo genética, interferindo na
capacidade de reproducéo da célula por dano fotoquimico, podendo haver a
formacdo de dimeros de timina que irdo bloquear a acdo da DNA polimerase,
impedindo que a célula possa se replicar, ocasionando a morte celular (ZAHA,
2011). Aléem da acao germicida, a radiacdo UV-C aplicada na pdés-colheita de
frutos e hortalicas tem provocado retardo da senescéncia de diferentes
espécies vegetais (ERKAN et al., 2001; COSTA et al., 2006; POMBO et al.,
2009; SEVERO, 2012); aumento do teor de compostos fendlicos e da
capacidade antioxidante (ERKAN, WANG, WANG, C. 2008; SEVERO, 2009);
alteracdo da expressdo de transcritos de genes das enzimas que atuam na
hidrolise da parede celular do morango (POMBO, et al., 2011; SEVERO, 2012);
aumento de transcritos dos genes que codificam para proteinas relacionadas a
patogénese (PR-proteinas) como quitinases, 3-1,3-glucanases e proporcionado
inducado de resisténcia a Botrytis cinerea (CHARLES et al., 2008a; CHARLES
et al., 2009b; POMBO et al., 2011).

A exposicao do tecido vegetal a radiacdo UV eleva o nivel de espécies
reativas de oxigénio (ROS), tais como oxigenio singlete (*0,), superéxido (O2.),
peréxido de hidrogenio (H.0;), e hidroxila (OH) que podem causar danos
oxidativos as proteinas, aos lipidios e acidos nucléicos, o que levaria ao dano
celular e a morte celular (GILL; TUTEJA, 2010; GECHEV; HILLE, 2012). Com
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isso, as plantas ativam sistemas antioxidantes enzimaticos e ndo enzimaticos e
a producdo de metabolitos especializados buscando neutralizar o efeito
destrutivo de ROS (JANSEN et al., 2008). Ao ser detectado um aumento no
nivel de ROS o sistema de sinalizacdo da planta ativa enzimas responsaveis
pelas vias de transducdo de sinais que manifestam mudancas celulares e
fisiologicas com a finalidade de proteger a planta contra o estresse (SEVERO,
2009; SEVERO, 2012). Entretanto, estudos com a radiacdo UV-C aplicada
durante o cultivo de frutos ainda séo desconhecidos na literatura, e acredita-se
que esse estresse aplicado durante o cultivo possa resultar em beneficios a
qualidade dos frutos.

2.3 Metabolismo especializado

As plantas possuem um metabolismo global extremamente eficiente no
que diz respeito ao crescimento, desenvolvimento e defesa classificados
emdois sistemas: metabolismo primario e metablismo secundario (TAIZ;
ZEIGER, 2009). No metabolismo primario estdo as moléculas basicas para o
funcionamento da célula como aminoacidos, lipidios, proteinas e &cidos
nucléicos. J& no metabolismo secundario ou especializado, sdo produzidas
outras moléculas que ndo sao consideradas basicas na estrutura das células,
mas que normalmente aparecem em tecidos e 6rgaos especificos da planta,
em diferentes estadios de desenvolvimento da planta, ou em apenas algumas
espécies (HOPKINS & HUNER, 2004). Os metabdlitos especializados sao
caracteristicas especificas desenvolvidas durante a evolugdo, quando as
plantas tiveram a necessidade de usar um mecanismo de adaptacdo para
competir com outras, assegurando sua sobrevivéncia (SOUZA; ALVES, 2002),
para auxiliar na defesa e na protecdo contra estresses bidticos ou abidticos
(TAIZ; ZEIGER, 2009; ERKAN et al.,, 2008; KEUTGEN; RAMAKRISHNA;
RAVISHANKAR, 2011).

Os compostos do metabolismo especializado das plantas podem ser
classificados em trés grupos: terpenos, compostos fendlicos e compostos
nitrogenados (SHAHIDI; HO, 2005; DOERFLER et al, 2012). Esse
metabolismo e responsavel pela grande variedade de compostos com
capacidade de neutralizar os radicais livres, como os de origem fendlica (acidos

fendlicos, flavonois, antocianinas) e/ou a combinacdo destes compostos e o
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sinergismo com outros, como acido ascérbico, que também podem ser os
responsaveis pela atividade antioxidante dos frutos (ZAICOVSKI, 2008; OH;
TRICK; RAJASHEKAR, 2009).

2.3.1 Acido ascérbico

A biossintese de &cido ascorbico (AA) é realizada a partir da converséo
de D-glicose em AA, inclundo os intermediarios como agucares fosforilados e
acucares ligados a nucleotideos, dentre eles: GDP-D-manose, L-galactose-1-
fosfato, L-galactose e L-galactonol,4-lactona (Fig. 2). Varios genes envolvidos
nessa via ja foram caracterizados em plantas (LINSTER, et al., 2007; CRUZ-
RUS et al., 2011).
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Figura 2 — Via de biossintese do acido ascérbico.
Fonte: CRUZ-RUS et al., 2011.

O 4&cido ascorbico (AA) e o acido dehidroascérbico (DHA) possuem
importante atividade biolégica sob as reacdes de estresse oxidativo, sendo o

acido L- ascorbico o principal composto com atividade vitaminica (CORDENUSI
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et al., 2005). O AA possui um grupo ene-diol nos atomos de carbono 2 e 3 que
sd0 responsaveis por sua propriedade acida e redutora, pois ele pode se
ionizar e doar elétrons. Dessa forma, o AA reage com as ROS tais como H,0,,
0% e '0, inativando-as devido a sua capacidade antioxidante (ASARD; MAY;
SMIRNOFF, 2004). Os seres humanos e outros mamiferos, ndo possuem
capacidade de sintetizar AA, porque 0 gene que codifica para a enzima que
catalisa o utlmo passo na biossintese de L-gulona-1,4-lactona oxidase nao é
funcional devido a mutacdes. Portanto, uma dieta que forneca AA para 0s
seres humanos é fundamental, uma vez que essa vitamina atua na formacao
do tecido conjuntivo, na biossintese de colageno, na regulacdo de varios genes
responsaveis pelo metabolismo energético, no controle de infeccbes e
inflamacdes e contra danos causados pelo estresse oxidativo celular (TRABER,;
STEVENS, 2011; CRUZ-RUS et al., 2011).

Nas plantas, o AA participa de uma variedade de processos, incluindo
fotossintese, fotoprotecdo, crescimento da parede celular, expansao celular,
resposta a estresses ambientais e sintese de etileno, giberelina, antocianinas e
hidroxiprolina (CONKLIN; BARTH, 2004). O teor de AA nas plantas varia com
mudanca de luz, hora do dia, idade da planta, tecido da planta, (LORENCE et
al., 2004), e compartimento celular (ZECHMANN; STUMPE; MAUCH, 2011).
Isso ocorre, pois o AA é uma parte do sistema antioxidante vital para
neutralizar os radicais livres gerados como produtos colaterais, € também um
co-fator para muitas enzimas e controla a divisdo celular. Podendo ser
importante noretardo da senescéncia das plantas, defesa e respostas ao
estresse (DEBOLT; MELINO; FORD, 2007; CRUZ-RUS et al., 2011).

2.3.2 Carotenoides

Os carotendides representam um grupo de pigmentos naturais
lipossollveis com tonalidades que variam do amarelo ao vermelho, mudando
para o azul, sendo amplamente encontrados em frutos (IBDAH et al., 2006).
Sao formados por unidades de isopreno, derivados da rota metabdlica de
producao de terpenos e esterois pela via do mevalonato, através do acetil CoA,
que forma o pirofosfato de isopentanila (IPP) e seu isbmero pirofosfato de
dimetilalila (DMAP) e que dardo origem ao geranil geranil difosfato (GGPP),

que pela acdo da fitoeno sintase, formara fitoeno dando origem aos
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politerpenos, alguns deles como o (-caroteno, o licopeno, a zeaxantina, a
criptoxantina e a luteina (Fig.3), (TAIZ; ZEIGER, 2009). Nas plantas, o0s
carotenoides sao sintetizados e estocados nos plastidios, absorvendo e
transferindo luz para a clorofila, aléem de oferecer protecdo aos tecidos
fotossintéticos contra a fotoxidacdo (TAIZ; ZEIGER, 2009). A biossintese de
carotendides € essencial para a protecado contra danos causados pela luz e o
oxigénio atmosférico resultando em uma maior producdo deste pigmento nos
tecidos fotossintéticos das plantas (ZHOU et al., 2011). Estes pigmentos, como
0 PB-caroteno, atuam em diversos processos vitais dos animais, como na
manutencdo da visdo, na integridade do sistema imunoldgico, na formacéo e
manutencdo do tecido epitelial, nas estruturas o6sseas e dentes, na
diferenciacéo, proliferacdo celular, reproducéo e crescimento (CARDOSO et al.,
2011).

Geranilgeranilpirofosfato — 5 Biossintese dos Tocoferdis
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Figura 3 — Biossintese simplificada de carotenoides
Fonte: Adaptado de TANAKA et al., 2008.

2.3.3 Compostos fendlicos
Os compostos fendlicos englobam uma ampla variedade de moléculas,

que por sua constituicdo quimica, possuem propriedades capazes de inativar
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radicais livres. Os compostos fendlicos sdo substancias quimicas que
apresentam, no minimo, uma hidroxila diretamente ligada a um anel aromatico
(YAMADA, 2004; AABY et al., 2012). Alguns séo soluveis apenas em solventes
organicos, enquanto outros séo solGveis em agua. Essas moléculas agem na
planta como compostos de defesa contra herbivoros e patégenos, podem
possuir acdo alelopatica e outros podem atrair polinizadores e dispersores de
sementes, além de proteger as plantas frente aos raios UV (TAIZ;, ZEIGER,
2009; KEUTGEN & PAWELZIK, 2007). Para a formacdo desses compostos
fenodlicos estdo envolvidas duas rotas metabolicas, a rota do acido meval6nico
e a rota do &cido chiquimico. A classe mais abundante de compostos fendlicos
em plantas é derivada da rota do acido chiquimico (TAIZ & ZEIGER, 2009).
Isso ocorre através da eliminacdo da amonia do aminoacido fenilalanina pela
acdo da enzima fenilalanina amonia-liase (PAL, E.C 4.3.1.24) (Fig.4),
ocorrendo a formacao do &cido cinamico precursor da formacédo dos compostos
fendlicos vegetais, incluindo fenilpropandides cumarinas, lignina, antocianina,
isoflavonas, taninos, flavondides, entre outros (YAMADA, 2004; JIN et al.,
2011).

Fenilpropanoides

Acido Cinamico

e

L-fenilalanina 1

H
N
H” "H

Amdnia
Figura 4 - Atuacdo da fenilalanina aménia-liase no aminoacido L-fenilalanina.
Fonte: Adaptado de KEGG, 20009.

A totalidade de espécies vegetais possui constituintes fenélicos na sua
composicao quimica (RICE-EVANS, 2001; STAHL; SIES, 2007). Dentre esses
compostos encontram-se os flavonois, flavonas, isoflavonas, taninos e
antocianinas. No morango, as antocianinas recebem maior atengéo, em funcéo
de serem as grandes responsaveis pela coloracdo vermelha brilhante e a

concentracdo e composicdo sao, portanto, importantes para a qualidade
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sensorial e funcional dos frutos. As antocianinas sao flavonéides amplamente
distribuidos na natureza (MALACRIDA; MOTTA, 2006) e sdo as principais
responsaveis pela coloracdo da maioria dos frutos, podendo colorir frutos numa
faixa que varia entre o vermelho e o azul. Esta cor é influenciada por muitos
fatores, incluindo o ndmero de grupos hidroxila e metoxila no anel B da
antocianidina (TAIZ; ZEIGER, 2009) e o pH em que esses pigmentos estado
armazenados no vacuolo celular (CASTANEDA-OVANDO et al., 2009). A
molécula de antocianina é constituida por duas ou trés porcdes, uma de
aglicona (antocianidina), um grupo de acgucares e, freqientemente, um grupo
de 4&cidos organicos. Estudos mais avangados mostraram estruturas
antocianicas agem reparando e protegendo a integridade genémica do DNA, e
sdo benéficas por reduzir o estresse oxidativo decorrente da acédo de radicais
livres que podem ocasionar sérios impactos na saude humana (DIMITRIUS,
2006; IGNAT; VOLF; POPA, 2011). Seu potencial antioxidante € dependente
das diferencas na sua estrutura quimica, variando com a posicdo, os tipos de
grupos quimicos nos anéis aromaticos (Fig.5), a capacidade de aceitar elétrons

desemparelhados, o numero e a posicdo dos grupos hidroxilas e sua

conjugacao.
Antocianidina grupo grupo
em R em R’
Cianidina OH H
Delfinidina CH CH
Pelargonidina H H
Peonidina QCH- H
Petunidina OCH: OH
Malvinidina QCH- DCH;

Figura 5 - Estrutura genérica das antocianinas
Fonte: LIMA; GUERRA, 2003.

Outros dois grupos de compostos fenolicos amplamente presente em
vegetais, sao os flavonodis e as flavonas (Fig. 6), essas moléculas possuem um
nacleo basico flavilio, que consiste de dois anéis aromaticos unidos por uma
unidade de trés carbonos e condensados por um atomo de oxigénio (MEYERS
et al., 2003; CASTANEDA-OVANDO et al., 2009), sendo 0s compostos mais
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diversificados do reino vegetal. Essas duas classes de flavonoides agem na
protecdo das células vegetais contra o excesso de radiagdo UV-B (280-320
nm) pois se acumulam nas camadas epidérmicas das folhas e caules e
absorvem intensamente a luz na regidao UV-B, enquanto permitem a passagem
continua dos comprimentos de luz visivel (fotossinteticamnte ativos). Além
disso, foi demonstrado que o aumento da exposi¢cdo de plantas a luz UV-B
resulta na maior sintese de flavonas e flavonois (TAIZ; ZEIGER, 2009). Os
flavondis como os glicosideos de quercetina e kaempferol, ésteres de acidos
hodréxicindmicos, especialmente p-cumarico e &cido elagico, estdo presentes
no morango em baixas concentracdes (AABY et al., 2012).

As isoflavonas constituem um grupo de flavonoides que possuem um
anel aromatico (anel B) que esta invertido (Fig. 6). As isoflavonas tém se
tornado conhecidas pela sua fungdo como fitoalexinas, compostos
antimicrobianos sintetizados em resposta a infeccdo por fungos ou bactérias

gue podem limitar a propagacédo do patégeno invasor (TAIZ; ZEIGER, 2009).
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Figura 6 - Estrutura quimica de flavonas, flavonois e isoflavnas.
Fonte: TAIZ; ZEIGER, 2009.

No morango também s&o encontrados taninos hidrolisaveis, ou
elagitaninos, além de altas concentragbes de taninos condensados ou
proantocianidinas (CLIFFORD; SCALBERT, 2000). A concentracdo de
proantocianidinas é muitas vezes subestimada, porque sdo analisadas em
conjnto com os compostos fendlicos mais sollveis em agua e ndo com o
meétodo 6timo para extracdo e separacao desses polimeros (BUENDIA et al.,
2010).
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2.3.4 Atividade antioxidante

Os alimentos com atividade antioxidante sdo denominados de funcionais
e apresentam diferentes constituintes quimicos na sua maioria provenientes do
metabolismo  especializado  (AABY; EKEBERG; SKREDE, 2007,
RAMAKRISHNA; RAVISHANKAR, 2011). A atividade antioxidante de um
determinado fruto € normalmente resultante da interacdo de seus compostos,
podendo haver efeitos sinérgicos (KUSKOSKI et al. 2006). Tais compostos
incluem os fendis (acidos fendlicos e seus derivados, flavondides, tocoferais),
acido ascorbico, pigmentos e esterdis (ROESLER et al., 2007; CEREZO et al.,
2011). Os antioxidantes séo capazes de inibir e/ou retardar a velocidade de
reacoes oxidativas de diversos substratos, de moléculas simples até polimeros
e de biossistemas complexos, através de dois mecanismos: o0 primeiro envolve
a inibicdo de radicais livres que possibilitam a etapa de iniciagdo; o segundo
abrange a eliminagédo de radicais importantes na etapa de propagac¢éo, como
alcoxila e peroxila, através da doacdo de atomos de hidrogénio a estas
moléculas, interrompendo a reacdo em cadeia (SOARES, 2002; ROESLER et
al., 2007; GIAMPIERI et al., 2012).

A eficiéncia do antioxidante € determinada pelos grupos funcionais
presentes e pela posicdo que ocupam no anel aromatico, bem como pelo
tamanho da cadeia desses grupos (MELO; GUERRA, 2002). E denominado
radical livre qualquer &tomo ou molécula contendo um ou mais elétrons
desemparelhados nos orbitais externos. Isto pode torna-lo altamente reativo,
capaz de reagir com qualquer espécie situada proxima a sua orbita externa,
passando a ter uma funcdo oxidante de elétrons, sendo altamente instaveis,
com meia-vida curtissima e quimicamente muito reativas, gerando reacdes em
cadeia (SOARES, 2002). Ha evidéncias que a propriedade antioxidante se
deve, principalmente, a estrutura fendlica (MELO; GUERRA, 2002; SAHREEN,;
KHAN; KHAN, 2010). A capacidade antioxidante dos compostos fendlicos vem
sendo relacionada a presencga de grupos hidroxila em sua estrutura quimica,
fator considerado critico para a neutralizacdo de radicais livres. Essa
neutralizagdo é primariamente atribuida a alta reatividade dos substituintes
hidroxilas (OH") que neutralizam os radicais livres. O grupamento hidroxila cede
um atomo de hidrogénio e um elétron para o radical livre, estabilizando-o.

Devido a capacidade do grupo aromatico presente na estrutura dos compostos
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fendlicos se reestruturarem frente ao desemparelhamento de elétrons, a
estrutura do mesmo se mantém estavel (KUSKOSKI et al., 2006; DOERFLER

et al., 2012) sem que seja formado um novo radical livre na célula.

2.4 Podridao cinzenta em vegetais

Mofo cinzento é uma podriddo bastante comum que ocorre em todas as
regides do mundo onde se cultiva 0o morangueiro, esta doenca determina
graves prejuizos em frutos antes ou apds a colheita. Estima-se que o mofo
cinzento pode causar perdas de rendimento de até 25% em morangos
(WILLIAMSON et al., 2007; ZHANG, et al., 2007). As melhores condi¢des para
0 surgimento da doenca sdo a alta umidade e temperaturas entre 20° a 25°C.
Nestas condicdes, pode-se observar grande perda de frutos causada pelo mofo
cinzento (GALLI et al., 1997). Segundo a classificagdo de McNew, baseada no
processo fisioldgico interferido pelo patégeno, o mofo cinzento pertence ao
grupo 1, referente ao armazenamento de nutrientes (MICHEREFF, 2001). O
agente causal do mofo cinzento é o Botrytis cinerea Pers. & F., esse fungo é
pertencente ao Filo Ascomycota, Subfilo Pezizomycotina, Classe
Leotiomycetes, Ordem Helotiales, Familia Sclerotiniaceae, Género Botryotinia e
Espécie B. cinerea (WHETZEL, 1945).

B. cinerea ndo é um patdgeno especifico do morangueiro, pois ocorre
em um grande numero de espécies de vegetais, causando podriddes
semelhantes. Botrytis cinerea € um fungo que infecta culturas ao final do ciclo;
€ considerado necrotrofico, requerendo a morte das células hospedeiras para
progressdo da infeccdo (ROSSLENBROICH,; STUEBER, 2000;
HOEBERICHTS; TEN HAVE; WOLTERING, 2003).

No inicio da infeccdo a podriddo se apresenta como uma mancha de
cor marrom claro, com uma consisténcia mole, mas néo aquosa, que evolui
rapidamente por todo o fruto apodrecendo-o completamente. Ao final da
infeccéo as partes do fruto ficam recobertas por um bolor cinzento seco e firme,
constituido por conidioforos e conidios do fungo. Eventualmente os frutos
podem se tornar mumificados. O fungo também afeta flores, pedunculos,
calices e folhas, onde produz lesdes com caracteristicas semelhantes as
produzidas no fruto (BERGAMIN; KIMATI; AMORIM, 1995; ROSSLENBROICH,;
STUEBLER, 2000; XU et al., 2012 ). No morango, e em outros frutos, a
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infeccdo inicial pelo fungo ocorre na flor, onde o mesmo permanece em
quiescéncia até o nascimento e amadurecimento dos frutos, que irdo favorecer
a esporulacdo e crescimento do patdogeno (KOVACH; PETZOLDT; HARMAN,
2000; VIRET et al., 2004; XU et al., 2012). A ocorréncia de danos na superficie
de frutos, e danos mecénicos oriundos do transporte e armazenamento na pos-
colheita, poderdo desempenhar um papel significativo no agravamento da
infeccdo, especialmente em condi¢cdes ambientais favoraveis. Devido a grande
importancia dessa doenca em plantas frutiferas, duas principais linhas de
pesquisa estdo sendo seguidas no mundo: a geragéo de plantas resistentes e a
concepcao de fungicidas mais especificos e eficientes (WILLIAMSON et al.,
2007).

Durante todo o curso de interacdo entre o B. cinerea e seu hospedeiro, a
planta tenta impedir a invasdo do patégeno por meio da ativacdo de mdltiplas
vias de defesa, incluindo a producéo de metabdlitos antifingicos (fitoalexinas) e
proteinas relacionadas a patogénese (PR-proteinas) (VAN BAARLEN et al.,
2007; AMIL-RUIZ et al., 2011; XU et al., 2012). Em Arabdopsis a camalexina é
um exemplo de substancia antifingica que contribui para a resisténcia basal da
planta a B.cinerea (VAN BAARLEN et al., 2007). Entretanto, algumas cepas de
B. cinerea desenvolveram habilidade para neutralizar a camalexina, assim
como a alfa-tomatina, composto antifingico produzido no tomate (WAARD et
al., 2006).

As vias de defesa mediadas pela sinalizacdo de fitohormoénios
contribuem para a resisténcia basal contra B. cinerea. Mutantes de plantas com
delecbes de genes destas vias, apresentam aumento da suscetibilidade ao
mofo cinzento (BIRKENBIHL; DIEZEL; SOMSSICH, 2012). Nesse mesmo
estudo, os autores identificaram 30 genes que codificam para fatores de
transcricdo que foram altamente regulados pela infeccdo com B. cinerea. Assim
como, mutantes de Arabdopsis que tiveram os genes dos fatores de transcricao
R2R3MYB (biossintese de fenilpropandides), WRKY70 (defesa de patégenos,
senescéncia e desenvolvimento de tricomas) (WINDRAM et al., 2012)
silenciados apresentaram maior suscetibilidade ao ataque do patégeno
(BIRKENBIHL; DIEZEL; SOMSSICH, 2012). A infeccdo de tomateiro e
Arabidopsis com B. cinerea induziu a expressao de genes que codificam varias

proteinas relacionadas com a defesa que séo consideradas marcadoras das
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vias de defesa regidas por acido salicilico, etileno e jasmonato (THOMMA et
al., 2001; ZANDER et al., 2010).

Como métodos de prevencao e controle do mofo cinzento, produtores
utilizam com frequencia a aplicagdo de fungicida, entretanto B. cinerea tem
mostrado uma capacidade elevada de tolerar e adquirir resistencia aos
fungicidas (LEROCH et al., 2013) o que leva constantemente a necessidade de
desenvolvimento de novos agentes quimicos. Além do que, esta pratica levanta
a questdo ecologica sobre o uso indevido de pesticidas que eleva o risco de
residuos quimicos nos vegetais (RABOLLE et al., 2006). Nesta perspectiva
varios métodos alternativos para o controle do mofo cinzento tem sido
empregrados, como o controle biologico, praticas de melhoramento vegetal
envolvendo selecdo e cruzamento entre cultivares, introducdo de genes
heter6logos com funcdo de anti-patogenicidade e também melhoria dos
mecanismos de defesa da planta mediante aplicacdo de estresses bibticos e
abidticos (WILLIAMSON et al., 2007; XU et al., 2012; YANG et al., 2012).

2.5 Resisténcia induzida associada as PR-proteinas

A resisténcia de um hospedeiro, pode ser definida como a capacidade
da planta em atrasar ou evitar a entrada e/ou a subsequente atividade de um
patdbgeno em seus tecidos (BERGAMIN; KIMATI; AMORIM, 1995; BOLLER,;
HEE, 2009). Em fitopatologia, segundo Agrios (2005), assume-se que
imunidade € regra e suscetibilidade excecdo. Isso se deve ao fato dos
mecanismos de defesa das plantas existirem em multiplicidade e serem
extremamente eficientes.

O nivel de resisténcia de um vegetal resulta do somatoério das
contribui¢des individuais dos diferentes mecanismos de defesa (GURURANI et
al., 2012). A resisténcia natural de plantas, ou as barreiras pré-formadas
(constitutivas) baseiam-se em fatores estruturais e bioquimicos ja existentes,
como por exemplo, parede celular, cuticula, estbmatos, tricomas, metabdlitos
antifungicos como catecol, &cido clorogénico, a-tomatina, avenacinas,
tuliposideos e enzimas liticas que hidrolisam os constituintes da parede celular
dos fungos, como quitinases e [-1,3-glucanases (BERGAMIN; KIMATI;
AMORIM, 1995; MITHOFER; BOLAND, 2012) independente da chegada do
patdogeno ou outro elicitor ao sitio de recepcdo. Embora a defesa constitutiva
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possa contribuir para a resisténcia do hospedeiro, a maioria dos patégenos
consegue ter acesso ao interior da planta, por isso novas barreiras estruturais e
bioquimicas sdo formadas, como por exemplo agregacdes citoplasmaticas,
halos, papilas, lignificacdo e producéo de fitoalexinas como a rishitina, gossipol,
faseolina, luteolinidina dentre outras (BOLLER; HEE, 2009; WALTERS,;
FOUNTAINE, 2009). Estas barreiras “pos-formadas” também podem ser
produzidas em resposta a estresses abidticos, como luz ultravioloeta e metais
pesados. Em contraposicdo, plantas possuem outros mecanismos de defesa,
ainda mais eficientes que segundo Silva; Pascholati e Bedendo (2007),
aparentemente, permanecem inativos ou latentes e sé sdo acionados apés a
exposicao do vegetal a agentes de inducéo.

Diante disso, surgem os termos resisténcia adquirida e/ou resisténcia
induzida, que inicialmente eram tratados como eventos diferentes (Fig. 8)
(ROSS, 1966; VAN LOON, 1983). A primeira investigacdo da inducdo de
resisténcia em plantas foi realizada por Ross (1966) que estudou o
comportamento de plantas de tabaco frente a infeccdo com baixas doses do
virus do mosaico do tabaco (TMV). Ele observou a ocorréncia de
hipersensibilidade, resisténcia sistemica nas demais partes da planta e uma
reducdo do numero de lesbes apds uma subsequente inoculagcdo com TMV.
Entdo diante disso, originou-se o termo “adquirida” que era referido quando
algum microrganismo patogénico era o agente elicitor (bitico) e a via de
sinalizacdo celular ocorria através do &cido salicilico (METRAUX, 2001).
Enquanto o termo “induzida” foi empregado ap6s a observacdo de que
microrganismos nao patogénicos e outros elicitores abidticos também poderiam
desencadear respostas de resisténcia (VAN LOON, 1983; VAN LOON, 1999) e
as vias de sinalizacdo celular ocorriam pelo etileno e jasmonato (Fig. 7)
(STICHER; MAUCHMANI 2001).
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Estresses bioticos ——
P Qtresseés abioticos

mo. ndo patogénicos

Figura 7 — Esquema ilustrando o conceito inicial de resisténcia induzida
(ISR) e a resisténcia adquirida (SAR).
Fonte: EMBRAPA, 2009

Entretanto, diante da confusdo que ocorria entre os termos adquirida e
induzida e também ao fato de surgirem estudos demonstrando que ambos os
agentes indutores bidticos e abibticos poderiam ativar as memas vias de
sinalizacdo com a sintese de PRs (proteinas relacionada a patogénese) iguais
ou diferentes, os termos passaram a ter o mesmo significado (WALTERS;
FOUNTAINE, 2009; AMIL-RUIZ et al., 2011; LUNA et al., 2012). Portanto o
termo resisténcia induzida ou adquirida podem ser conceituados como ativacao
de mecanismos latentes de resisténcia em plantas através da inducdo com
agentes bioticos ou abidticos (SHORESH; HARMAMN; MASTOURI, 2010). A
resisténcia induzida além de desencadear novas respostas anti-patogénicas
qgue antes estavam latentes, pode também reforcar as barreiras pré-existentes
da planta (MANOSALVA et al., 2010).

Nos dultimos anos, tém-se tornado evidente que plantas, quando
expostas a varias tensdes ambientais, respondem através da sintese de um
conjunto de proteinas especificas que sdo reguladas por diferentes moléculas
sinalizadoras (HAMMERSCHMIDT, 2009; AMIL-RUIZ et al., 2011). As



36

observagdes de que o &cido salicilico (SA) aplicado exogenamente se acumula
internamente e induz a reacéo tém proporcionado provas de que SA atua como
uma molécula sinalizadora e necessaria para o reforco da capacidade de
defesa dos tecidos ap0s o ataque de patdgenos ou um estresse abidtico (BARI;
JONES, 2009; MANOSALVA et al.,2010;). Outras moléculas também tém sido
mencionadas como sinalizadoras na ativacdo de PRs como o etileno, acido
jasmonico, acido abscisico e algumas espécies reativas de oxigénio
(HAMMERSCHMIDT, 2009; VELLOSILLO et al., 2010).

Neste contexto, respostas como 0 acumulo de proteinas relacionadas a
patogénese (PRs) e a reacdo de hipersensibilidade tém sido correlacionados e
considerados fenbmenos de resisténcia induzida (VELLOSILLO et al., 2010;
VERHAGE; VAN WEES; PIETERSE, 2010). A reacao de hipersensibilidade
(RH) mostra-se como uma resposta celular extrema por parte da planta, o que
pode levar a um alto grau de resisténcia a doenca. A RH resulta na morte
repentina de um numero limitado de células do hospedeiro que circundam o0s
sitios de infeccdo, ou seja, uma necrose que isola e mata o patdégeno (quanto
presente) (MECLELLAN et al., 2009)

Outro evento marcador de resisténcia induzida € a presenca de
proteinas relacionadas a patogénese ou PR-proteinas em plantas, que sao
sintetizadas em situacdes de estresse, sendo que algumas estdo presentes
constitutivamente nos vegetais, como no caso das quitinases e [-1,3-
glucanases (VAN LOON et al., 1994). Enzimas como fenilalanina amonia liase
(PAL), polifenoloxidase (PPO) e peroxidase (PE) sdo muitas vezes referidas
como PRs (VAN LOON,1997).

As PRs mais caracterizadas atualmente sdo as de tomate e tabaco,
mas alguns genes e isoformas destas proteinas estdo sendo isoladas em
morango e em outros frutos como péra, macéd, amora, pimenta (CHARLES, et
al, 2009; AMIL-RUIZ etal., 2011; SEBATER-JARA et al. 2011; POMBO et al.,
2011). Estas PRs séo as responsaveis pela caracteristica de alergenicidade de
muitos alimentos, que quando consumidos pelas pessoas alérgicas, resultam
em um significativo aumento na reatividade e resposta ao antigeno/alergénico
resultando em efeitos adversos a saude (KATELARIS, 2010; JIMENEZ-LOPEZ
et al., 2012). Sabe-se que as PRs compreendem quatro familias de quitinases
(PR-3, PR-4, PR-8 e PR-11), uma de B-1,3-glucanases (PR-2); estas proteinas
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degradam quitina e B-glicano da parede celular de fungos respectivamente
(EBRAHIM; USHA; SINGH, 2011). As quitinases e glicanases possuem
isoformas acidas e basicas que parecem exercer a mesma funcdo sendo a
diferenca entre elas, apenas a localizacdo. As acidas estdo presentes nos
espacos intercelulares e as basicas nos vacuolos, em uma inducao inicial de
resisténcia, as PRs acidas sdo as primeiras ativadas, e caso essa defesa nao
seja suficiente, as PRs basicas séo lancadas dos vacuolos como um reforco da
defesa (CHARLES et al., 2009; AMIL-RUIZ et al., 2011). Em morango, estas
proteinas foram induzidas por infeccdo com Clostridium acutatum, C. fragarie e
B. cinerea (SHI et al., 2006), bem como com a aplicacdo de acido salicilico e
etephon (KHAN, 2002).

Outra familia de proteinas PR se constitui das inibidoras de proteinases
(PR-6), que tém sido implicadas na regulacdo enddégena do volume de
proteinas na célula, na defesa contra insetos e outros patégenos e ativas
contra B. cinerea e Fusarium oxysporum (VAIN et al., 1998; GRAHAM et al.,
2002). Proteinas da familia PR-10, que também s&o conhecidas pelo nome de
proteinas Bet v, foram primeiramente isoladas do podlen da éarvore Betula
verusca. Isoformas destas proteinas sdo encontradas nos mais diversos frutos
(HJERNO et al., 2006; MUNOZ et al., 2010). Elas sdo conhecidas por
possuirem propriedades alergénicas nos seres humanos (KARLSSON et al.,
2004) e nos vegetais elas atuam como ribonucleases, ou seja, agem na
degradacdo do material genético de microrganismos invasores (PARK et al.,
2004) e na biossintese de antocianinas do morango (MUNOZ et al., 2010).
Guidarelli et al. (2011) demonstrou a inducdo de PR-10 em morango por
infeccdo com Clostridium acutatum e estresse abidtico como a aplicacdo de
acido jasmonico. Entretanto, alguns autores mencionam as proteinas Bet v
como constitutivas dos frutos, e outros autores como proteinas marcadoras de
estresses, que s6 estao presentes apos a inducdo de algum agente estressor
(HJERNO et al., 2006; PARK et al., 2004).

As peroxidases, proteinas membros da familia PR-9, parecem
desempenhar papel no fortalecimento da parede celular. As osmotinas ou
taumatinas (PR-5) possuem acao antifungica (ZHANG, 2006) e sdo reguladas
por &acido abscisico, acido salicilico, ferimento mecéanico (ZHANG e SHIH,

2007), estresse salino e hidrico. As proteinas da familia PR-14 séo as LTPs
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(proteinas de transferéncia de lipidios) e assim como as PR-10 possuem
propriedades alergénicas. As LTPs séo relatadas também por apresentarem
funcdo especifica defensiva contra bactérias e fungos (KIRUBAKARAN et al.,
2008; SAROWAR et al., 2009) e respoderem a tratamentos com &acido
abscisico, acido salicilico e ferimentos mecéanicos (AMIL-RUIZ et al., 2011).
Diante do exposto, percebe-se que as PRs formam um conjunto de proteinas

anti-patogénicas e proteinas de estresses, marcadoras de resisténcia.
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3 Material e Métodos

3.1 Material vegetal

O experimento foi realizado entre 25 de maio de 2011 e dezembro de
2012, em casa de vegetacédo (8 x 12 m) disposta no sentido norte-sul, revestida
com filme de polietileno de baixa densidade (200 um de espessura) (Fig. 8) As
mudas de morangueiro, cultivar Camarosa, foram transplantadas em 25 de
maio 2012, adotando exatamente o sistema de cultivo descrito por Portela et al.
(2012). O espacamento utilizado foi de 20 cm entre plantas nos canais de
cultivo e 40 cm entre linhas, resultando em 12,5 plantas m? de area atil. A
composicao nutritiva utilizada foi exatamente aquela descrita por Sonneveld &
Straver (1994), diluida para uma condutividade elétrica (CE) de 1,5 dS m™. A
condutividade da solucdo de recirculacdo foi monitorada diariamente,
empregando-se um eletrocondutivimetro digital Instrutherm CDR-870, assim
como o pH foi mantido entre 5,5 e 6,5 com a adi¢cao de solucdo de KOH 1mol/L
ou H,SO4 1 mol/L, conforme o caso. Quando houve variacado superior a 10% no
valor da CE fez-se a reposicdo de nutrientes ou de agua. A circulacdo da
solugdo nutritiva foi feita por 15 minutos a cada 45 min totalizando 24
circulacdes diarias. Até 20 dias apos o transplante todas as flores foram
removidas de modo a proporcionar o bom crescimento vegetativo (formacéo de
5 a 7 folhas). A partir dai, realizaram-se as préticas culturais classicas para o
cultivo do morangueiro e, a partir da emissdo dos primeiros botdes florais,
foram instaladas duas caixas de abelhas do tipo Jatai (Tetragonisca angustula),
para a ocorréncia da polinizacéo.

Para a aplicacdo de UV-C utilizaram-se lampadas UV-C “Phillips®” 30
W. A distancia entre as lampadas e a parte superior das plantas foi de
aproximadamente 2 metros a intensidade da radiacdo emitida pelas lampadas
foi quantificada com um medidor de luz UV digital (RS-232 Modelo MRUR-203,
“Instrutherm”), resultando em uma intensidade de 3,7 kJ.m™ por aplicacdo. A
aplicacdo do tratamento ocorreu a partir do aparecimento das flores até a
colheita dos morangos. Antes da aplicacdo da radiacdo UV-C, as caixas de
abelhas eram fechadas, e as 19h00, durante 10 minutos, todos os dias, até o
momento da colheita, aplicou-se a radiagcdo. Desse delineamento originaram-se

dois tratamentos: T1 — controle (sem aplicacdo de radiacdo UV-C); e, T2 —
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aplicacdo de radiacdo UV-C. Essas condicdes de experimento foram

estabelecidas com base em pesquisa exploratéria realizada em dois anos
anteriores (2010 e 2011).
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Figura 8 — Cultivo de morangueiros cv. Camarosa em casa de vegetacao. (A) —
Sem radiagdo UV-C, (B) — Com radiacéo UV-C.

Figura 9 - Diferentes estadios fenolégicos em que o morango foi submetido a

radiacdo UV-C durante o cultivo.
A colheita dos frutos foi realizada quando os frutos apresentaram-se
completamente avermelhados (Ultimo estadio a direita) (Fig. 9). As avaliacdes a

seguir foram realizadas imediatamente apds a colheita dos frutos.
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3.2 AvaliagOes agronémicas

3.2.1 Produtividade
A produtividade foi quantificada mediante a pesagem de todos os frutos
maduros colhidos de cada planta, determinando-se a producédo em kg.planta™.

3.2.2 Peso médio dos frutos
Para a obtencdo do peso médio dos frutos, cinco recipientes de cada
tratamento contendo 14 frutos cada foi pesado. O valor do peso obtido para

cada pesagem foi didivido pelo numero total de frutos dos recipientes.

3.3 Avaliagbes fisico-quimicas dos frutos

3.3.1 Solidos soluveis totais
Para a medida dos solidos soluveis totais, foi utilizado refratbmetro

digital da marca Atago (0 a 32%) e os valores foram expressos em °Brix.

3.3.2 Acidez total titulavel

Amostra de 10g de morangos foi adicionada de 90 mL de &gua
destilada, homogeneizada e titulada com NaOH 0,1mol/L até pH 8,1. Os
valores foram expressos em mg de &cido citrico por 100 g de frutos.

3.3.3 Cor da epiderme

A coloracéo da epiderme dos frutos foi medida em colorimetro (Minolta
Chromometer Modelo CR 300, D65, Osaka, Japan), com 8 mm de abertura no
padrao CIE-L*a*b*. Para calcular o angulo Hue (°Hue), que define a tonalidade
de cor, usaram-se os valores de a* e b* (*Hue= tan -1b*/a*). As medicdes

foram realizadas em faces opostas de cada fruto.

3.3.4 Firmeza de polpa
A firmeza de polpa dos frutos foi medida utilizando texturometro (TA.XT

pluse) com sonda de 2 mm, penetracdo de 50 % e velocidade de 1 mm s
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Foram utilizados dez morangos de cada unidade experimental. Os resultados
foram expressos em Newton (N).

3.4 AvaliacOes fitossanitéarias

3.4.1 Contagem de microrganismos mesofilos

Para contagem de mesdfilos totais, 25 gramas de polpa de frutos
cultivados com e sem aplicacdo de UV-C foram amostrados imediatamente
apos a colheita e adicionados de 100 mL de agua peptonada estéril. Um mL da
solucdo foi inoculada em profundidade utilizando-se &gar PCA (agar padrao
para contagem). As placas foram incubadas a uma temperatura de 35 °C por

48 h. O resultado da contagem de mesdfilos foi expresso em UFC.g™.

3.4.2 Incidéncia de podriddes fungicas

Primeiramente, cerca de 400g de morangos oriundos dos tratamentos
com e sem UV-C foram acondicionados em 3 bandejas plasticas de polietileno
abertas e armazenados em temperaturas de + 23°C e sob refrigeracdo = 6°C
com auséncia de luminosidade. A incidéncia de podriddes fungicas foi
observada ao longo de trés dias de armazenamento e expressa em percentual
de frutos com incidéncia de podriddes fangicas.

Em um segundo momento, esporos de Botrytis cinerea foram coletados
de morangos doentes, plaqueados em meio de cultura agar batata dextrose
(BDA) e incubados por 7 dias em sala de incubacdo com temperatura
controlada. Assim que o crescimento micelial foi evidente, a placa foi inundada
com agua estéril contendo 0,02% (v/v) de Tween 20. A suspensao dos esporos
foi filtrada, e ap6s a contagem dos esporos em camara de Neubawer, foi
realizado uma diluicdo para uma concentracdo de 10* esporos por mL. Um
volume de 20 pL da suspensao foi inoculado por meio de uma infec¢cdo, em
400g de morangos com e sem UV-C previamente desinfectados em solucéo de
hipoclorito de sédio (100 ppm, pH 4,0) por 2 minutos. Os tratamentos foram
realizados em triplicata. Apo0s a inoculacéo, os frutos foram armazenados em
ambiente com auséncia de luz, e cobertos com durante 3 dias. Os resultados

foram expressos em percentual de frutos com incidéncia de mofo cinzento.
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3.4.3 Western Blotting de proteinas Bet v e B-1,3-glucanases

Para extracdo de proteinas de morango foi utilizado método adaptado de
Pegoraro, (2010) o qual consiste na utilizagcdo de detergente anionico (SDS) e
agente redutor (3-Mercaptoetanol) presentes no tampéo de corrida adicionado
diretamente na amostra. Cerca de 0,5 g de morango macerado em nitrogénio
liquido foi pesado em tubo tipo Eppendorf com adicdo de 500 puL de tampéo
Laemmli 4x (250mM Tris-HCI pH 6,8, 8% SDS, 40% glicerol, 4% B -
mercaptoetanol). Os tubos contendo a amostra e o tampao foram aquecidos
em banho-maria a 90°C durante dez minutos e centrifugados a 12.000 g por 15
minutos. No sobrenadante coletado, foi adicionado 1mL de acetona a -20°C
para precipitacdo das proteinas, o precipitado foi seco, pesado e solubilizado
em NaOH 1N para a quantificacdo de proteinas pelo método de Bradford
(1976). A eletroforese das proteinas foi realizada por SDS-PAGE em minigéis
de poliacrilamida 10 cm x 8,5 cm (Mini-PROTEAN Il Cell, Bio Rad), antes da
corrida 20 pL do precipitado resuspenso em tampao Laemmli 1x foi misturado
com azul de bromofenol. Apos a eletroforese, um dos géis foi colorido com
Comassie Brilhant Blue G250, para verificar a eficiéncia da extracdo e o outro
gel foi utilizado para a transferéncia das proteinas para membrana de
nitrocelulose (Ge Healthcare). A eficiéncia da transferéncia foi monitorada pela
coloracdo com corante Ponceau. A imonodeteccdo das proteinas foi realizada
através da técninca de western blotting, utilizando anticorpos policlonais de
pessoas alérgicas a proteinas Bet v (anti-Bet v) e anticorpos contra B-1,3-
glucanases (anti-beta-1,3-glucanases). Esses anticorpos foram gentilmente

cedidos por Li Zhenghuo (China).

3.5 Teor de fitoquimicos

3.5.1 Compostos fendlicos totais

O teor de compostos fendlicos totais foi determinado de acordo com o
método adaptado de Swain e Hillis (1959). Para a extracdo, 5 g de polpa de
morango foram adicionados de 15 mL de metanol e centrifugados a 14.000g

uma temperatura de 4 °C por 15 minutos. Foram retirados do sobrenadante 15
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ML e neste volume, adicionado 235 pl de metanol, 4 mL de agua deionizada e
250 uL de Folin-Ciocalteau. Apdés 3 minutos, a solucédo foi neutralizada com 500
ML de uma solucdo de carbonato de sodio e mantida no escuro por 2 h. A
leitura da absorbancia foi realizada em espectrofotdometro a 725 nm. Os
resultados foram expressos em mg de equivalentes de acido galico por 100 g
de fruta fresca.

3.5.2 Antocianinas totais

O teor de antocianinas totais foi determinado através de
espectrofotometria, de acordo com método adaptado de Lees e Francis (1972).
Cinco gramas de morango macerado foi adicionado de 15 ml de etanol
acidificado (0,01% HCI) e centrifugados a 14.000 g em temperatura de 4 °C por
15 minutos. Do sobrenadante, foi retirado 1 mL e adicionado de 11,5 mL de
etanol acidificado. As amostras foram mantidas no escuro por 30 minutos e
entdo as leituras foram realizadas em espectrofotbmetro em comprimento de
onda de 520 nm. O teor de antocianinas foi expresso em mg de cianidina-3-

glucoside por 100 g de fruta fresca.

3.5.3 Carotenoides totais

Para determinacdo do teor de carotenoides totais foi utilizado método
adaptado de Rodriguez-Amaya (1999). Cinco gramas de morango triturado foi
adicionado e misturado com duas gramas de celite e apds a formacédo de uma
massa homogénea, 20 mL de acetona foi adicionado e misturado durante dez
minutos. A amostra foi filtrada e transferida para um funil de separacao,
acrescentada de éter de petréleo e agua. A fase inferior foi descartada e a
lavagem com &agua destilada foi realizada até a remocéo total da acetona. O
extrato obtido foi transferido para um baldo volumétrico com o auxilio de funil e
avolumado com éter de petréleo. A leitura da absorbancia foi realizada no
comprimento de 450 nm. O teor de carotenoides foi expresso em mg de B-

caroteno por grama de fruta fresca.

3.5.4 Determinacgéo de acido ascorbico
A determinagdo de &cido ascorbico (AA) foi realizada por método

titulomeétrico. Foram adicionados 25 mL de suco extraido de morango em 25
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mL do &cido metafosforico acético, 2 mL desta solucao foi adicionada de 5 mL
de 4&cido metafésforico acético, titulou-se com solucdo de 2,6-
diclorofenolindofenol (DCFI), e os resultados foram expressos em mg de acido

ascorbico por 100g de fruta fresca.

3.5.5 Atividade antioxidante

A atividade antioxidante foi determinada utilizando o método baseado
na captura do radical DPPH conforme Fetter et al. (2010). A extracao realizada
foi igual aguela utilizada para os compostos fendlicos, sendo retirados 20 ul do
sobrenadante, aos quais foram misturados com 180 pl de metanol (P.A.) e 3.8
mL de DPPH diluido. Apés 24 horas foi realizada a leitura em
espectrofotdmetro a 515 nm. Os resultados foram expressos em ug equivalente

de trolox por grama de fruta fresca.

3.6 Atividade da fenilalanina amdnia liase (PAL E.C 4.3.1.24).

A PAL foi determinada através dos procedimentos descritos por Civello
et al. (1997), a partir da producéo de cinamato, ap6s 1 h a 36 °C, sob agitacédo
continua, medida pela variacdo da absorbdncia a 290nm. A atividade

enzimatica foi expressa em mmoles de &cido cindmico. min™.g™.

3.7 Analise estatistica dos dados

Os dados foram submetidos a anélise de homocedasticidade, pelo teste
de Hartley, e ao teste de normalidade por Shapiro Wilk. Apdés o cumprimento
dos pressupostos os dados foram submetidos a andlise de variancia (ANOVA)

e as médias analisadas pelo teste T com significancia de p < 0,05.

4. Resultados

A aplicacdo da radiacdo UV-C durante o cultivo do morangueiros,
diminuiu a produtividade de frutos por planta bem como a massa média dos
frutos, além de menor acumulo de sélidos soluveis, no entanto verificou-se uma
melhor evolugcéo da coloracao, representada pelo menor angulo Hue® (tab. 1).
Em relacdo a firmeza de polpa e acidez néo foi observado diferenca significatva

entre os tratamentos (tab. 1).
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Tabela 1 — Produtividade, e andlises fisico-quimicas de morangos tratados com

e sem radiacdo UV-C durante o cultivo.

Trat. Prod. Massa Brix° pH Cor Acidez Firmeza
Kg.plant.® g.frut.® (Hue®) (mg &c. de
citrico.100 polpa
g frut.?) (N)
Sem UV-C 3,4 30a 56a 3,3a 323a 75a 3,45a
Com UV-C 1,3 16b  51b 3,3a 30,2b 8,0 a 3,48a

*Médias seguidas por letra distinta na mesma coluna diferem entre si pelo teste t (p<0,05).

Em relacdo a contagem de mesofilos totais detectou-se menor carga
microbiana nos frutos tratados com radiacdo UV-C em relagdo aos frutos néo
tratados (Fig. 10). Nos meios de cultura (Fig. 10) foi possivel verificar maior
crescimento fangico em frutos sem aplicacdo de radiacdo UV-C durante o

cultivo.

UFC.g"
1,825x 10%a

UFC.g"
7,60 x 102b

Figura 10 — Contagem de mesdfilos totais da superficie de morangos cv. Camarosa
cultivados com e sem aplicagéo de radiacdo UV-C. Médias diferem entre si pelo teste t
(p=0,05).

Quanto a incidéncia de podrides fangicas, os frutos foram avaliados
visualmente durante 3 dias de armazenamento a =23 °C (Fig. 11). Foi
observado diferenca significativa entre os tratamentos. Apds o segundo dia de
armazenamento a +23°C foi verificado um percentual de 6,9% e 21,4% de
incidéncia de mofo branco em morangos tratados com e sem UV-C
respectivamente (Fig. 11). Apos o terceiro dia de armazeamento, foi observado
elevada incidéncia de mofo cinzento, com percentuais de 45,8% em frutos com
UV-C e 70% em frutos sem aplicacdo de UV-C (Fig. 11). A incidéncia do mofo

branco néo evoluiu do segundo para o terceiro dia de armazenamento.
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Figura 11 - Incidéncia de podriddes fungicas em morangos cv. Camarosa
armazenados durante 3 dias a + 23°C na auséncia de luz. A — Sem UV-C, B — Com
UVv-C.

Em relacdo a incidéncia de mofo cinzento apdés a inoculacdo com
Botrytis cinerea (Fig. 12) ndo se observou diferenca entre os tratamentos,
ambos apresentaram elevada incidéncia da doenca apds o terceiro dia de
armazenamento, com percentuais de 84,6% e 85% em morangos tratados e

nao tratados com UV-C respectivamente.

Figura 12 - Incidéncia de mofo cinzento apds inoculacdo com Botrytis cinerea, ao
longo de trés dias de armazenamento a + 23°C. A — Sem UV-C, B — Com UV-C.
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Proteinas Bet v foram detectadas em maiores niveis nos morangos
tratados com radiacdo UV-C durante o cultivo (Fig. 13A). As proteinas -1,3-
glcanases, foram detectadas em niveis semelhantes em morangos com e sem
radiacdo UV-C (Fig. 13B).

(A) (B)
30 KDa e 43KDa 'g
-~ Ned _ e
. 30KDa /——
M3 (1) 2) 2 M 1) 2

Figura 13 - (A) - Western blotting de proteinas Bet v em extratos proteicos de
morangos sem UV-C (1) e com UV-C (2). (B) Western blotting de proteinas
B-1,3-glucanases em extratos proteicos de morangos sem UV-C (1) e com

UV-C (2)

Houve aumento da atividade da enzima PAL nos frutos tratados com
radiagdo UV-C, o acréscimo foi de 29% em relagdo aos frutos ndo tratados
(Fig. 14A). O teor dos compostos fitoquimicos nos frutos tratados com radiacao
UV-C durante o cultivo também aumentaram. Houve um acréscimo de 28% no
teor de antocianinas (Fig. 14B), 72% no teor de compostos fendlicos (Fig. 14C),
53% no teor de carotenoides (Fig. 14D) e 15% no teor de acido ascérbico (Fig.
14E). O aumento da atividade antioxidante também foi observado (Fig. 14F),

havendo um acréscimo de 13% nos frutos cultivados com radiacéo UV-C.
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(B)

ComUV-C Sem UV-C

ComuUVv-C SemUV-C

I (F)

Com UV-C Sem UV-C

(D)

Figura 14 — Atividade enzimatica da PAL (A), antocianinas totais (B),

compostos fendlicos totais (C) , carotendides (D), &cido ascorbico (E) e

atividade antioxidante (F) em morangos cv. Cmarosa tratados e nao tratados

com UV-C durante o cultivo. Médias diferem entre di pelo teste t (p< 0,05).

4. Discussao

Existem poucos relatos na literatura cientifica relacionando respostas

tecnologicas, bioquimico-fisioldgicas e fitossanitarias sobre a aplicacdao de

radiacdo UV-C durante o cultivo de vegetais. Diante disso ndo ha
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conhecimento elucidado de como espécies fruticolas se comportam em relacdo
a produtividade, e a qualidade dos frutos quanto a maturacdo, ao teor de
fitoquimicos, a atividade antioxidante e a resisténcia a fitopatias. A maioria dos
estudos, relatam respostas frente a aplicacdo de radiacdo UV-C na pos-
colheita de frutos e hortalicas (SHAMA & ALDERSON, 2005; LOPEZ-MALO E
PALOU, 2005; ERKAN, et al.,, 2008; POMBO et al., 2011). Por esse motivo,
diferentemente desses trabalhos, nesta dissertacdo, utilizou-se esse agente
estressor durante todo o ciclo de cultivo e producéo dos frutos.

Em relacéo as caracteristicas agrondémicas (Tabela 1) se pode observar
que a produtividade e a massa média de morangos cultivados com UV-C
diminuiram. E sabido que as plantas, quando expostas a estresses bidticos e
abidticos, precisam desenvolver mecanismos de adaptacdo (RAMAKARISHNA;
RAVISHANKAR, 2011). Esses mecanismos envolvem uma reprogramacao
celular para o desenvolvimento de respostas moleculares, bioquimico-
fisiol6gicas, que segundo Rhoades et al., (1992) aumentam o gasto de energia
da planta, o que pode influenciar na produtividade dos frutos. A radiacdo UV-C
também pode ter causado dano oxidativo nos fotossistemas e nos pigmentos
que captam luz durante a fotossintese (KOVACS; KERESZTES, 2002;
GONCALVES et al., 2007; SILVA et al.,, 2011) afetando negativamente no
metabolismo priméario. Sabe-se que quando as plantas sdo submetidas a
condicdes de estresse, espécies reativas de oxigénio (ROS) sdo geradas
(GILL; TUTEJA, 2010; LEMOINE; CHAVES; MARTINEZ, 2010). As ROS séo
moléculas sinalizadoras que desencadeiam modificacdo na expressao e
metabolismo de genes de modo que o vegetal possa responder a condicfes
ambientais adversas (SAXENA et al., 2012). Desse modo, € possivel que
nesse trabalho, a producdo de ROS tenha ultrapassado a capacidade de
defesa do sistema antioxidante da planta alterando o aparato fotossintético. Rai
et al., (2011) observaram alteracfes morfologicas como diminuicdo da area
foliar, diminuic&o de clorofilas e reducao de biomassa ao aplicar radiagao UV-C
em plantas de Artemisia. Entretanto o teor de flavondides e o metabdlito
artemisina que era alvo do estudo aumentaram com a aplicacéo da radiacao.
Silva et al., (2011) aplicaram radiagdo UV-C em plantas de Glicine max e
observaram danos fotoinibitorios no fotossistema Il, 0 que segundo Suza et al.,

(2005) pode gerar menor poder redutor (NADPH) para a fase bioquimica da
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fotossintese e diminuir as taxas de fixagdo de carbono, que por sua vez
influenciam em todos os processos metabdlicos da planta. Entretanto, a
producdo de ROS e os parametros fotossintéticos necessitam ser avaliados
para a confirmacdo da hipdtese. Trabalhos nesse sentido estdo sendo
realizados.

Em relacdo as caracteristicas fisico-quimicas (Tabela 1) pode-se
observar que em ambos os tratamentos, o valor do °Brix ficou abaixo do que é
citado na literatura (7° a 8° Brix) para morangos maduros (GARCIA;
HERRERA; MORILLA, 1996). Além disso, os frutos de plantas tratadas com
UV-C apresentaram menor °Brix em relacdo aos frutos controle. Uma vez que
o °Brix fornece uma estimativa do teor de acgUcares soluveis do fruto
(MACKENZIE et al., 2011), pode-se observar que morangos tratados com UV-
C apresentaram menor acumulo desses compostos, talvez em decorréncia da
menor taxa fotossintética. Outra hipotese € de que os frutos poderiam estar em
estadio menos avancado de maturacdo em relacdo aos frutos nao tratados. No
entanto, os frutos apresentavam uma coloracdo totalmente avermelhada.
Obanda; Tucker; Shama (2011); Stevens et al., (2004); Barka et al., (2000)
observaram retardo na maturacdo de tomates submetidos a radiagdo UV-C na
pos-colheita, entretanto nestes estudos o atraso na maturacao foi relacionado
com o0 atraso na passagem da coloracdo verde para vermelha e na maior
firmeza de polpa dos frutos. Neste estudo a maturacdo do morango parece
estar relacionada com o teor de acUcares, pois a firmeza de polpa néo foi
alterada e a coloracao da superficie dos frutos apresentou menor angulo Hue
(tabela 1), que de acordo com Severo et al., (2001) diminui com o aumento da
maturagédo do morango.

Em relacdo a contagem de mesdfilos totais (Fig. 10) se pode observar
uma menor carga microbiana na superficie dos morangos tratados com
radiacdo UV-C em relacdo aos nao tratados. Como ja se sabe, a radiacdo UV-
C possui elevado poder germicida (GOMEZ et al., 2010; MANZOCCO et al.,
2011; CORRALES et al., 2012), tendo como alvo principal o material genético
(DNA/RNA) de bactérias, fungos e virus. A radiacdo UV-C possui fraca
penetracdo em produtos alimentares. Por essa razdo ela é particularmente
utilizada para o tratamento onde as atividades microbianas e enzimaticas

ocorrem, sobretudo na superficie dos alimentos (ESCALONA et al., 2010;
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MANZOCCO et al.,, 2011). Porém, em vegetais pode haver alteracdes
metabdlicas, uma vez que na superficie, estdo expostos 0s pigmentos que
realizam a captacao de luz para a fotossintese.

Quanto a incidéncia de podriddes fangicas (Fig. 11) os morangos
tratados com radiagdo UV-C apresentaram menor incidéncia ao longo de trés
dias de armazenamento em temperatura ambiente em comparacao aos frutos
nao tratados. Esse resultado pode estar associado aos elevados teores de
metabdlitos secundarios, a atividade enzimatica da PAL bem como o teor de
proteinas Bet v apresentados pelos frutos tratados com UV-C. Supostamente,
esses mecanismos podem estar atuando na defesa vegetal, entretanto, a
evidéncia de que a radiacdo UV-C diminui a carga microbiana nos frutos, leva-
nos a acreditar que a menor incidéncia de podriddes fungicas ocorreu
principalmente devido a acdo germicida desta radiacdo. Pois apds a inoculacdo
do fungo Botrytis cinerea, ndo se observa diferenga significativa entre 0s
tratamentos (Fig. 12). Esse resultado, se contrapdem ao obtido por Charles;
Goulet; Arul (2008), que observaram aumento de resisténcia a Botrytis cinerea
em tomates tratados com UV-C na pés-colheita. No entanto, a inoculacdo do
fungo B. cinerea foi realizada na cicatriz da haste do tomate, que segundo os
autores, evitou a interferencia nos resultados (CHARLES; GOULET; ARUL,
2008).

Em nosso estudo a intensidade do estresse causado pela radiacao UV-
C, e a inoculacdo de esporos de Botrytis cinerea, por meio de uma infec¢ao po
dem ter suplantado a capacidade de defesa dos frutos. Segundo Xia et al..
(2009) o requisito cuticular foi essencial para a resisténcia de Arabidopsis a
infeccdo por fungos, segundo os autores, a presenca de uma proteina
transportadora (ACP4) na cuticula do vegetal foi necesséria para a percepgao
do patdégeno na superficie do fruto.

Em relacdo as PR-proteinas se pode observar que as proteinas Bet v
estdo em maiores niveis nos frutos tratados com radiacdo UV-C (Fig. 13 A). A
presenca de PR-proteinas como as da familia PR-10 (Bet v) € um evento
indicador de resisténcia induzida (VAN LOON et al., 1994), mas essas
proteinas podem exercer outras fungbes nas plantas além da defesa a
patdgenos que ainda ndo estdo bem elucidadas (MUNOZ et al., 2010).

Proteinas da familia PR-10 ou Bet v, foram primeiramente isoladas do pélen da
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arvore de Bétula verusca, de onde deriva a nomemclatura Bet v. Alguns
autores (PARK et al.,2004; YANG et al.,2012) tém encontrado isoformas
dessas proteinas nos mais diversos frutos. Assim como as demais PR-
proteinas, as Bet v sdo conhecidas por serem alergénicas, podendo causar
uma reacao excessiva do sistema imunitario humano (KARLSSON et al., 2004;
YANG et al.,, 2012). Nos vegetais elas tém sido mencionadas por atuarem
como ribonucleases, agindo na degradacdo do material genético de
microrganismos invasores (PARK et al.,2004), e mais recentemente uma
funcdo biol6gica na biossintese de antocianinas do morango tem sido proposta
(HJERNO et al., 2006; MUNOZ et al., 2010). No estudo realizado por Park et
al., (2004), foi observado maiores niveis de proteinas PR-10 em pimentas apos
tratamentos com etileno, metil jasmonato, NaCl e infeccdo com TMV (virus do
mosaico do tabaco). Guidarelli et al., (2011) demonstrou aumento de PR-10 em
morango por infeccdo com Clostridium acutatum e estresse abibético como a
aplicacdo de acido jasménico. Mur et al., (2004) observaram aumento de
transcricdo do gene que codifica para PR-10 mediante aplicacdo de peroxido
de hidrogénio, e estresse oxidativo. Em maca e tomate as PR-10 tém sido
detectadas constitutivamente e a presenca, bem como, a quantidade destas
proteinas tém sido influenciadas pela cultivar, estadio de maturacéo, e nivel de
etileno (BRENNA et al., 2004; KITAGAWA et al.,, 200; YANG et al., 2012).
Mutantes de Arabdopsis contendo receptores de etileno ETR1 e ETR4 tém
mostrado acumular proteinas relacionadas a patogénese como PR-10 e PR-5 e
a reducdo da incidéncia de patdégenos foi correlacionada com este evento
(PANTELIDES et al., 2010).

No caso das B-1,3-glucanases, era esperado que ocorresse um aumento
nos niveis dessas proteinas nos morangos tratados com UV-C durante o
cultivo, mas nao houve diferenca entre os tratamentos (Fig. 13B). Este
resultado diverge dos resultados obtidos por Kan, (2002); Chi et al., (2006);
Charles et al., (2009) e Pombo et al., (2001), que observaram aumento de -
1,3-glucanases em frutos e essa resposta foi mencionada como a principal
causa para 0 aumento de resisténcia a Botrytis cinerea. No entanto,
diferentemente neste estudo o estresse ocorreu na pds-colheita dos vegetais.

Em contraposicéo, Curvers et al., (2010); Osoério et al., (2008); Lionetti
et al., (2007) e Galletti; Ferrari; De Lorenzo (2011); Osoério et al., (2011)
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sugerem que para a ocorréncia da inducao da resposta de defesa a patdgenos
em morango, é necéssario que a pectina da parede celular do fruto esteja com
um grau de metilacdo reduzido. Eles observaram que a parcial desmetilacdo
dos oligogalacturonideos, ativaram a via de sinalizacdo do acido salicilico,
estimulando a sintese de proteinas tipo taumatinas com acgéo anti-fungica. Isto
deixa implicito que a inducdo de resisténcia em morango depende mais do
processo dedegradacédo da parede celular do fruto, para gerar uma sinaliacdo
interna. O que ndo ocorreu neste trabalho, pois os frutos tratados com UV-C
continuam firmes.

Em relacdo ao teor de fitoquimicos (Fig. 14) o esperado era que as
plantas tratadas com radiacdo UV-C produzissem frutos mais ricos em
metabdlitos secundarios como uma resposta de adaptacdo ao estresse
(ERKAN, 2008; KEUTGEN; RAMAKRISHNA.; RAVISHANKAR, 2011). Essa
hipotese foi confirmada, pois como pode ser observado os frutos tratados com
radiacdo UV-C apresentaram maior teor de antocianinas, 0s principais
pigmentos do morango (SILVA et al., 2007; CAMPO-CRECENTE et al., 2012)
(Fig. 14B). Severo, 2011 observou aumento do transcrito do gene ANS
(antocianidina sintase) da biossintese de antocianinas, bem como maior teor
desses compostos com a aplicacdo de radiacdo UV-C na poés-colheita de
morangos, € o mesmo deve ter ocorrido nos morangos tratados com UV-C no
cultivo.

A semelhanca do que ocorreu com antocianinas totais, o teor de
compostos fendlicos totais também foi maior nos frutos tratados com UV-C
(Fig. 14C). E amplamente documentado que estresses aplicados em vegetais,
como variacdes de temperatura, anoxia (WONG, et al 2010), falta de agua
(ZUSHI & MATSUZOE, 2007), altas concentragfes salinas (KEUTGEN &
PAWELZIK, 2008), dentre outros, podem promover aumento no teor de
compostos fendlicos. Desse modo, 0 aumento nos teores de carotenoides (Fig.
14D), acido ascorbico (Fig. 14E), atividade antioxidante (fig. 14F) e atividade
enzimatica da PAL (Fig. 14A), pode ser atribuido a acdo da radiacdo UV-C
como agente estressor induzindo mecanismos de defesa e adaptacdo da
planta e do fruto. Pombo et al, (2011) observaram que o tratamento com UV-C
aplicado na pds-colheita de morango induziu o acumulo de transcritos do gene

da PAL, com consequente aumento da atividade enzimatica e o acumulo de
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compostos fendlicos. De Wit, (2007) sugere que o0 aumento no ter de
compostos fendlicos € uma forma de protecdo que as células demonstram
frente a aplicacdo da radiacdo UV-C. O mesmo ocorreu neste caso, mas com a
radiacéo aplicada durante o cultivo dos frutos.

O teor de acido L-ascorbico também aumentou com a aplicacdo de
radiacdo UV-C durante o cultivo dos morangos (Fig. 14E). O acido ascorbico
ainda ndo tem sua via de biossintese totalmente elucidada, mas sabe-se que
um dos seus precursores € o0 acido D-galacturdnico, resultante da solubilizacao
das pectinas da parede celular (AGIUS et al., 2003). Desta forma, o aumento
de &cido ascorbico poderia estar relacionado com uma diminuigdo na firmeza
de polpa dos frutos. Entretanto, neste estudo, ndo houve diferenca na firmeza
de polpa dos morangos provenientes dos dois tratamentos. O menor teor de
sélidos soluveis nos morangos tratados com radiacdo UV-C pode estar
relacionado com o aumento no teor de &cido ascorbico, uma vez que a D-
glicose e a D-galactose sdo uns dos principais precursores do acido ascorbico
(GIBSON et al., 2008; CRUZ-RUZ et al.,, 2011). Além disso, como uma
resposta de adaptacdo ao estresse, as plantas realizam uma recilcagem de
acido ascorbico (STEVENS et al.,, 2008). A enzima ascorbato peroxidase
(APX), utiliza duas moléculas de acido ascérbico para reduzir peroxido de
hidrogénio a agua, gerando duas moléculas de monodehidroascorbato (MDHA)
como sub-produtos. MDHA é reduzido de volta para acido ascoérbico pela
enzima monodehidroascorbato redutase (MDHAR), utilizando NADH/NADPH
como doadores de elétrons. Dehidroascorbato (DHA) também é reduzido para
acido ascorbico através da enzima dehidroascorbato redutase utilizando
glutationa reduzida como um composto redutor. Portanto, a reciclagem de
acido ascorbico também pode ocorrer na planta como tolerancia a estresses
oxidativos (ELTAYEB et al., 2006).

Frente ao exposto, ficou evidente a radiacdo UV-C causa um reducdo da
carga microbiana dos frutos, assim como uma menor incidéncia de podriddes
fungicas. No entanto, a diminuicdo da produtividade, peso dos frutos e aumento
do acumulo de proteinas Bet v, que sédo conhecidas pelo potencial alergénico
também foram observados. A atividade da enzima PAL, bem como o teor de
compostos fendlicos e antocianinas foram maiores. A acumulacdo de &cido L-

ascorbico, carotendides e capacidade antioxidante também aumentou.
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5. Considerac0es finais

O tratamento com radiacdo UV-C em morangueiros, diminuiu a
produtividade e tamanho dos frutos. Quanto a maturacao, diminuiu o teor de
acucares (°Brix), mas aumentou o teor de antocianinas, bem como a coloracao
dos morangos (Hue®). Os frutos apresentaram menor incidéncia de podriddes
fungicas, quando colhidos e armazenados em temperatura ambiente. A causa
exata desse resultado, deve ser melhor investigada, pois a radiacdo UV-C
exerceu funcéo germicida nos frutos, mas também induziu proteinas Bet v que
sé&o mencionadas por atuarem no sistema de defesa vegetal.

Quanto ao metabolismo especializado, pode-se perceber que a radiacéo
UV-C aumentou o teor dos principais compostos responsaveis pelo potencial
antioxidante dos frutos, como fendis, antocianinas e &cido ascorbico. Essa
caracteristica torna-se desejavel sob o ponto de vista de alimentag&o funcional,
frente aos inUmeros trabalhos que demonstram os beneficios do consumo de
alimentos com elevada capacidade antioxidante. Entretanto, sob o ponto de
vista, nutricional ha de se considerar que o tratamento aumentou o teor de
proteinas Bet v, que sdo consideradas um dos principais grupos de alérgenos
alimentares. Portanto, antes da utilizacdo desse tratamento como uma
tecnologia para o cultivo de morangueiros, deve-se levar em consideracdo os
aspectos agronémicos, metaboolicos e de qualidade dos frutos produzidos com
o tratamento da radiacdo UV-C. Para esclarecimento e aprofundamento dos
estudos sugere-se realizar:

v Expressao dos genes da via de biossintese de hormdnios vegetais, bem
como a quantificacdo por cromatografia de auxinas (FaYUC2),etileno (ACS e
ACO) &cido abscisico (FaNCED e FAPYRL1) e poliaminas (arginase e ornitina
carbamoiltransferase).

v Expressdo dos genes da biossintese de acUcares (sacarose sintase,
ADP glicose pirofosforilase e frutose-1,6-bifosfatase) e quantificagéo por HPLC.
v Expressao dos genes das vias de biossintese de compostos fendlicos,
antocianinas (fenilalanina-amonialiase, chalcona sintase, antocianidina sintase

e fator de transcricdo MYB), acido ascérbico (L-galactose desidrogenase, L-
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galactona-1,4-lactona desidrogenase e quantifica-los individualmente por
HPLC.

v Quantificar espécies reativas de oxigénio (ROS) e expressédo dos genes
ascorbato redutase, superéxido dismutase e catalase.

v Realizar a expressao de transcritos dos genes que codificam para
proteinas taumatinas, LTPs, quitinases, uma vez que essas proteinas
apresentam potencial alergénico. Realizar imunodeteccdo em frutos em
diferentes estadios de maturacao, aplicar diferentes tratamentos como, UV-C,
etileno, ABA, MCP, armazenamento refrigerado e outros visando elucidar
fatores que causam aumento ou diminui¢do dos niveis.

v Em relacdo ao aroma dos morangos, quantificar os principais ésteres
volateis e realizar aexpressao génica das enzimas envolvidas em sua sintese

como a alcool desidrogenase (ADH) e alcool acetil transferase (AAT)
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