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Resumo

TORALLES, isis Gongalves. A relacdo entre 1-metilciclopropeno e o progresso
da podriddo “olho-de-boi” (Neofabraea brasiliensis) em macgas ‘MaxiGala’.
Comité de orientagdo: César Girardi, Cesar Valmor Rombaldi, Fabio Clasen
Chaves. 2019. 97 f. Tese (Doutorado em Ciéncia e Tecnologia de Alimentos) —
Departamento de Ciéncia e Tecnologia Agroindustrial, Universidade Federal de
Pelotas, Pelotas, 2019.

Com o uso de tecnologias de refrigeracdo, atmosfera controlada (AC) e uso do 1-
metilciclopropeno (1-MCP), estendeu-se o periodo de conservacdo de macas, por
cerca de 12 meses. Mesmo assim, ainda séo limitantes a ocorréncia de disturbios
patogénicos na pos-colheita. Nesse caso, tem sido cada vez mais frequente a
incidéncia da podridao “olho-de-boi” (Neofabraea ssp.). Dados gerados pela cadeia
produtiva da maca apontam para perdas de 6 a 8% dos frutos durante a pos-
colheita, devido a essa doenca. Afora isso, ha a percepcdo empirica de que a
incidéncia de podridées seja maior em frutos tratados com 1-MCP. Buscando
compreender se o 1-MCP € um fator facilitador de ocorréncia da podridao “olho-de-
boi”, estudaram-se magas ‘MaxiGala’, com e sem 1-MCP, durante duas safras (2017
e 2018), em dois pontos de colheita por safra, inoculadas ou ndo com o fungo N.
brasiliensis. Além disso, investigaram-se duas situacdes: aplicar o 1-MCP nas macas
previamente e posteriormente a inoculacdo. Avaliou-se, apds 90 dias sob AC,
diametro da leséo, percentual de frutos podres, amolecimento de polpa, teor de
sélidos soluveis, acidez titulavel, e o acumulo de transcritos dos genes MdACO,
MdPG, MdPGIP, MdPPO, MdPAL e Mdthau. Observou-se que macas tratadas com
1-MCP antes da inoculacao tiveram menores diametro de lesdo, quando comparada
as macas com tratadas 1-MCP depois da adicdo do fungo. Por outro lado, essas
apresentaram menores % de frutos podres, quando comparada as macas tratadas
antes da inoculacdo. O 1-MCP teve efeito isolado apenas sobre o diametro da leséo,
em que macgas tratadas com 1-MCP depois da inoculagdo com o fungo
apresentaram, em média, 1 mm de diametro de lesdo a mais do que macas sem 1-
MCP. Sobre o percentual de frutos podres, foram fatores intrinsecos (safra e ponto
de colheita) os efeitos mais proeminentes, e ndo o 1-MCP. Safra 2017 e 12 colheita
contribuiram para os menores % de macas podres (< 44%). As macas com maior
amolecimento de polpa foram as que tiveram um maior acumulo de transcritos de
MdACO, MdPG, MdPGIP. O maior acimulo de transcritos de MdPPO e MdPAL teve
correlacdo significativa com a podriddo “olho-de-boi”, enquanto Mdthau ndo. Para
esse ultimo gene, provavelmente, algum efetor desencadeado previamente ao
armazenamento foi responsavel pelo maior acumulo de transcritos. De modo geral,
os resultados indicaram que as respostas globais foram devidas as variaveis
intrinsecas, e nao pelo 1-MCP. Com os resultados obtidos fica evidenciado de que
nao se pode atribuir ao 1-MCP a maior suscetibilidade de macas a infecgdo de N.
brasiliensis. Além disso, como os fatores safra e ponto de colheita foram os mais
relevantes, isso indica que, para se chegar numa conclusdo tecnologica mais
robusta, os experimentos devem ser conduzidos para mais safras.

Palavras-chave: Magas ‘MaxiGala’. 1-MCP. Podriddo “olho-de-boi”. Atmosfera
controlada. Expressao génica.



Abstract

TORALLES, isis Gongalves. The relation between 1-methylcyclopropene and the
progress of the bull’s eye rot (Neofabraea brasiliensis) on 'MaxiGala' apples.
Comité de orientacdo: César Girardi, Cesar Valmor Rombaldi, Fabio Clasen
Chaves. 2019. 97 f. Tese (Doutorado em Ciéncia e Tecnologia de Alimentos) —
Departamento de Ciéncia e Tecnologia Agroindustrial, Universidade Federal de
Pelotas, Pelotas, 2019.

With the use of refrigeration technologies, controlled atmosphere (CA) and the use of
1-methylcyclopropene (1-MCP), the period of conservation of apples was extended,
for about 12 months. Even so, the occurrence of post-harvest pathogenic disorders is
still limiting. In this case, it has been increasingly frequent the incidence of bull’s eye
rot (Neofabraea ssp.). Data generated by the productive chain of the apple point to
losses of 6 to 8% of the fruits during the post-harvest, due to this disease. In addition,
there is an empirical perception that the incidence of rot is higher in fruits treated with
1-MCP treatment. In order to understand if 1-MCP is a facilitating factor for the
occurrence of bull's-eye rot, 'MaxiGala' apples were studied, with and without 1-MCP,
in two harvest per crop, and inoculated or not with the fungus N. brasiliensis.
Besides, two situations were investigated: 1-MCP was applied to apples before and
after inoculation. It was evaluated, after 90 days under CA, lesion diameter,
percentage of rotten fruits, pulp softening, soluble solids content, titratable acidity,
and the accumulation of transcripts of the genes MdACO, MdPG, MdPGIP, MdPPO,
MdPAL e Mdthau. It was observed that apples treated with 1-MCP prior to inoculation
had lower lesion diameter when compared to apples with 1-MCP after addition of the
fungus. On the other hand, these presented lower % of rotten fruit, when compared
to apples treated before inoculation. 1-MCP had an isolate effect only on the
diameter of the lesion, in which apples treated with 1-MCP after inoculation with the
fungus showed, on average, 1 mm of lesion diameter higher than apples without 1-
MCP treatment. On the percentage of rotten, intrinsic factors (harvest and harvesting
point) were the most prominent effects, not 1-MCP. Harvest 2017 and 1s' harvest
contributed to the lowest % of rotten (<44%). The apples with higher pulp softening
were those that had a greater accumulation of transcripts of MdACO, MdPG,
MdPGIP. The highest accumulation of MdPPO and MdPAL transcripts had a
significant correlation with the bull's-eye rot while Mdthau not. For this last transcript,
probably an effector triggered prior to storage was responsible for an higher
transcript accumlations. Overall, the results indicated that the global responses were
due to intrinsic variables, not 1-MCP. With the results obtained it is evidenced that 1-
MCP cannot be attributed to the higher susceptibility of apples to infection of N.
brasiliensis. In addition, because the factors harvest and harvest point were the most
relevant, this indicates that, in order to arrive at a more robust technological
conclusion, the experiments should be conducted for more harvests.

Keywords: 'MaxiGala' apples. 1-MCP. Bull's eye rot. Control atmosphere. Gene
expression.
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1. Introducéo

Dentre os 10 frutos mais produzidos no mundo, a mac¢éa (Malus x domestica
Borkh) ocupa a terceira posi¢cdo, sendo China (44 milhdes de toneladas), Uni&o
Europeia (UE, 10 milhGes de toneladas) e Estados Unidos (4,7 milhdes de
toneladas) responsaveis pelas maiores producdes (STATISTA 2017/2018). No
Brasil, é produzido, em média, 1,1 milhdo de toneladas de maca (KIST et al., 2018),
0 que mantém o Pais na 112 posi¢cdo do ranking dos paises produtores desse fruto
(FAOSTAT). As principais cultivares produzidas no Brasil sdo ‘Gala’ e ‘Fuji’, sendo
‘Gala’ e seus clones (em torno de 350 mil toneladas) as mais produzidas no Rio
Grande do Sul (AGAPOMI, 2018).

A maca esta entre os frutos mais consumidos no Brasil, ficando atras apenas
da banana e da laranja. Em média, a comercializacdo interna de macas nas centrais
de abastecimento movimenta cerca de R$ 1,65 bilhdo. No mercado externo, a maga
brasileira vem ganhando cada vez mais espaco, por exemplo, entre 2017 e 2018,
macad e suco de maca brasileira foram consumidos em Bangladesh, Irlanda,
Portugal, Reino Unido, Franca, Estados Unidos, Japdo, dentre outros. Em 2017, a
guantidade total de frutos exportados pelo Brasil atingiu 55,4 mil toneladas, atingindo
US$ 41,9 milhdes, enquanto a exportacdo do suco de maca alcancou 17,1 mil
toneladas, num total de US$ 19,2 milhdes (KIST et al., 2018).

A pomicultura brasileira é uma das cadeias produtivas da fruticultura com
maior input tecnolégico. No Pais, essa atividade se consolida ha trés décadas,
fazendo com que o Brasil passasse de Pais importador para Pais exportador. Os
fatores que alicercam esse crescimento e desenvolvimento séo i) clima favoravel
para propiciar frutos de excelente qualidade sensorial (crocante, suculento,
aromatico e saboroso na relacdo acucar-acidez), i) ado¢cdo de manejo adequado
gue garante seguranca e qualidade desse alimento, iii) qualidade das instituicoes de
pesquisa que atuam em prol do desenvolvimento tecnolégico dessa cultura e, ainda,
iv) tecnologias de conservacdo cada vez mais modernas que asseguram,
posteriormente a colheita, mac¢as com qualidade sensorial por, em média, 10 meses,
dependendo da cultivar, ponto de colheita e tipo de armazenamento (GIRARDI,
BRACKMANN; PARUSSOLO, 2004; KIST et al., 2017 e 2018).

Atualmente, as tecnologias de conservacao poés-colheita aplicadas na maca

pelos principais estados brasileiros produtores correspondem, majoritariamente, da
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combinacdo entre refrigeracdo e controle da atmosfera gasosa. A associacdo
dessas tecnologias possibilita a reducédo da producéo do fitohorménio etileno (ET) e
das trocas gasosas relacionadas a respiragdo do fruto. Para tanto, € feita uma
modificacdo da concentracdo dos gases da atmosfera natural em que o fruto
permanecera armazenado, sendo, para isso, aumentada e diminuida a concentracao
dos gases CO:2 e Oz, respectivamente (GIRARDI, 2004; BRACKMANN et al., 2011,
HO et al.,, 2013). Associada a essas tecnologias, também ¢ utilizado o 1-
metilciclopropeno (1-MCP), substancia sem toxicidade, que impede a acédo do ET
com o intuito de atrasar respostas fisioldgicas (amadurecimento e senescéncia) de
frutos climatéricos (WATKINS, 2006; WATKINS et al., 2015). Ressalta-se que o 1-
MCP, por inibir a acdo do ET, também retarda a produgéo desse fitohorménio, visto
que a sintese desse hidrocarboneto € autocatalitica (McMURCHIE et al., 1972;
WATKINS, 2006).

Embora o uso do 1-MCP seja uma tecnologia adicional a refrigeracdo e ao
controle da atmosfera na manutencéo da qualidade das macas (WATKINS, 2006) —
h& relatos que esse tratamento contribuiu para um maior percentual de frutos
podres. O que parece mediar uma maior ou menor incidéncia € a concentracao de 1-
MCP utilizada (PORAT et al., 1999; JIANG et al., 2001; MARCOS; GONZALEZ-
CANDELAS; ZACARIAS, 2005; BLANCO-ULATE et al., 2013). Nesse sentido,
menores concentracdes 1-MCP, ao bloquear alguns e ndo todos os receptores de
ET, permitem que o ET seja sintetizado numa concentracdo capaz de desencadear
sinalizacdes apropriadas para promover resisténcia no fruto (BLANCO-ULATE et al.,
2013). No entanto, essas observacfes ainda sdo empiricas, e as explicacbes
hipotéticas.

A sintese de compostos fendlicos e a atividade de enzimas relacionadas a
defesa também foram investigadas na relacdo papel do 1-MCP e incidéncia de
podriddes em frutos. A principal evidéncia é de que menores concentracdes de 1-
MCP contribuam com maiores concentracbes de compostos fendlicos, maior
atividade de enzimas como fenilalanina amoénia liase (PAL), catalase (CAT),
superéxido desmutase (SOD), peroxidase (POD), e polifenoloxidase (PPO) e menor
incidéncia de podriddes (PORAT et al., 1999; JIANG et al.,, 2001; MARCOS;
GONZALEZ-CANDELAS; ZACARIAS, 2005). Todavia, isso ndo deve ser encarado
como via de regra, pois excecbes em relacdo ao que foi exposto também foram
descritas (LIU et al., 2005; ZHANG et al., 2012).
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Um ponto que nao foi considerado como variavel em nenhum desses
trabalhos foi a ordem do tratamento com 1-MCP em relacdo a ordem de adicdo do
in6culo. Embora se saiba que uma maior ou menor incidéncia de podriddo englobe
varidveis que vado além da ordem do tratamento com 1-MCP, parece que
dependendo do momento de aplicacdo tem-se um ou outro comportamento sobre a
incidéncia de podridées. Para exemplificar isso, enquanto um estudo relatou que
macgas ‘Golden Delicious’ com 1-MCP apresentaram menor incidéncia de Penicillium
expansum (SAFTNER; ABBOTT; CONWAY, 2003), outro descreveu o contrério para
mesma cultivar e fungo (JANISIEWICZ et al., 2003). No primeiro caso, o 1-MCP foi
utilizado antes da adicao do fungo, enquanto no segundo caso, o 1-MCP foi aplicado
depois da inoculagao.

Outro ponto raramente discutido e que deve ser considerado é a contribuicdo
das variaveis intrinsecas, como o caso de safra e estadio de maturacédo do fruto na
colheita, na relacdo efeito do 1-MCP e incidéncia de podriddes. Nesse caso, foi
evidenciado que o papel do 1-MCP sobre a incidéncia da podridao “olho-de-boi” em
macas é diferente dependendo da variavel (safra e estadio de maturagédo) que ele
interagir (CAMELDI et al., 2016). Em relacdo ao estadio de maturacdo, o que foi
mais evidenciado até o momento € que frutos tratados com 1-MCP em estadios de
maturacdo mais avancados apresentam a mesma incidéncia de podriddo do que
frutos nédo tratados com o inibidor de acdo do ET (SAFTNER; ABBOTT; CONWAY,
2003; DO AMARANTE et al., 2010; CAMELDI et al., 2016).

Até o0 momento, h& poucos estudos (PORAT et al., 1999; JIANG et al., 2001;
MARCOS; GONZALEZ-CANDELAS; ZACARIAS, 2005; BLANCO-ULATE et al.,
2013) que explicam a relacdo do 1-MCP como responsavel por uma maior ou menor
incidéncia de uma determinada podridao em frutos. O senso comum é de que 0 uso
do 1-MCP contribui na manutencdo da qualidade da macd armazenada
(BLANKENSHIP; DOLE, 2003). Mesmo assim, ha ainda muitas perdas vinculadas as
podridées durante o armazenamento (PETRIACQ; LOPEZ; LUNA, 2018). Para se ter
uma ideia, a podriddo “olho-de-boi” (causada por espécies de Neofabraea) €
responsavel pelo descarte de, em média, 60 mil toneladas de macés brasileiras, se
somadas as perdas ocorridas durante e apés o armazenamento (EMBRAPA, 2018).
Isto representa quase 9% do total da capacidade de armazenagem (700 mil
toneladas), que é perdido anualmente por causa dessa doenca.
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Considerando que a maca é, mundialmente, um alimento de grande valor
econbmico, e que o tratamento com 1-MCP é uma tecnologia de conservacao
utilizada nesse fruto, entende-se que € relevante investigar seu efeito sobre a
suscetibilidade ao desenvolvimento de doencas como a podridao “olho-de-boi”. Para
entender melhor o papel desempenhado pelo 1-MCP sobre a incidéncia dessa
podriddo em macda, investigou-se a ordem de adi¢cdo do 1-MCP versus in6culo, em

dois estadios de maturacao para duas safras (2017 e 2018).
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2. Reviséo bibliografica

2.1 A podridao “olho-de-boi” na macieira

Dentre a gama de fungos que atacam as macas, existem muitos que causam
podriddes. As podriddes sdo estabelecidas como infec¢bes latentes e caracterizadas
pelo contato do esporo com as flores e os frutos (SANHUEZA et al.,, 2006;
MONDINO et al., 2009; SANHUEZA, 2015). No caso especifico de macas, no
contexto brasileiro, ha dois grupos de patégenos causadores de podridbes
responsaveis pelos danos ocasionados na pos-colheita: os caracterizados como
patbgenos de poés-colheita (propriamente ditos), representados pelos fungos P.
expansum (mofo azul), B. cinerea (mofo cinzento) e Alternaria spp.; e os chamados
de patdégenos associados as doencas de verdo, que incluem os fungos Glomerella
cingulata / Colletotrichum gloeosporioides e C. acutatum (podriddo amarga),
Neofabraea spp. (podriddo “olho-de-boi”) e Botryosphaeria dothidea (podridao
branca) (NUNES e ALVES, 2015; CROUS et al., 2015).

Nesse cenario, uma das podridfes que merece especial atencdo é a podridao
“olho-de-boi” por ser considerada uma doenca causada por uma diversidade de
espécies e por apresentar sensibilidade variavel a tratamentos com fungicidas
(PESICOVA et al., 2017; BOGO et al., 2018). No Brasil, ela é responsavel por
perdas que variam de 8 a 20% no periodo final da armazenagem, podendo atingir
até 35% dos frutos, se consideradas ainda as perdas durante a comercializacao.
Nesse sentido, sdo estimadas perdas anuais de, em média, 60 mil toneladas de
macas por causa dessa doenca (EMBRAPA, 2018). Na tentativa de minimizar esse
problema, a induUstria costuma destinar os frutos sintomaticos para a elaboracdo de
sucos; no entanto, o valor pago pelo quilo do fruto é menor (ARAUJO et al., 2016). A
podriddo “olho-de-boi” também € descrita como uma das principais doencas de pos-
colheita em diversos paises como na Australia, Chile, Estados Unidos, Italia, Polénia
e Republica Tcheca (CUNNINGTON, 2004; HENRIQUEZ, 2005; SPOTTS et al.,
2009; SOTO-ALVEAR et al., 2013; HORTOVA; NOVOTNY; ERBAN, 2014; CROUS
et al., 2015; CAMELDI et al., 2016; PESICOVA et al., 2016; MICHALECKA et al.,
2016; AGUILAR; MAZZOLA; XIAO, 2017).

No Brasil, a podridao “olho-de-boi” foi constatada em 1996 nos estados do Rio

Grande do Sul e Santa Catarina, em magas ‘Fuji’ e ‘Golden Delicious’. O agente
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causal da doenca foi identificado como Neofabraea perennans (Kienholz), de fase
anamorfica Cryptosporiopsis perennans (Zeller & Childs) (SANHUEZA, 2001;
SANHUEZA et al., 2006; BOGO et al., 2018). Contudo, mais recentemente,
constatou-se que, na verdade, tratava-se de duas espécies de Neofabraea (N.
brasiliensis Sanhueza & Bogo e N. actinidiae), sendo essas as de maior prevaléncia
no sul do Brasil (CROUS et al., 2015; BOGO et al.,, 2018). Além disso, foi
comprovado que elas sédo consideradas filogeneticamente distintas das demais
espécies de Neofabraea anteriormente descritas na literatura (CROUS et al., 2015).

As macéds podem ser infectadas no periodo entre a queda das pétalas e a
colheita, enquanto o sintoma costuma aparecer meses depois de terem sido
colhidas (geralmente apds 3-4 meses de armazenamento). O modo de infeccéo é
iniciado por uma lesdo na epiderme, por aberturas naturais, como a calicinal e a
peduncular. Apesar do patdgeno ndo necessitar de ferimentos para a infeccdo ser
iniciada, a ocorréncia de lesGes por granizo, insetos e aquelas ocorridas durante a
colheita e armazenamento facilitam a infeccdo (SANHUEZA et al., 2006; BOGO et
al., 2018).

O sintoma é caracterizado, externamente, por uma lesdao de cor marrom clara
com o centro amarelo-palido, de forma mais ou menos circular, algumas vezes com
margens marrom-escura ou avermelhada e textura firme. Por sua vez, internamente,
os tecidos apresentam-se desidratados e com um espago no centro da leséo e/ou
em outra area da podriddo. Além disso, as margens entre o tecido sadio e doente
sdo bem definidas. Em lesdes maiores que 1 cm de diametro, ocorre rachadura na
epiderme em virtude da desidratacdo dos tecidos colonizados pelo patégeno. A
doenca é designada com “olho-de-boi” pois a lesdo se assemelha a um olho de boi
(SANHUEZA, 2001; SANHUEZA et al., 2006) (Figura 1).
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Figura 1 — Lesbes ocasionadas pela podriddo “olho-de-boi” em varias magds. Foto: Rosa
Valdebenedito Sanhueza, disponivel em: http://rbf.org.br/rs-vacaria-vai-sediar-1o-
workshop-sobre-podridao-olho-de-boi-das-macas-destaca-embrapa/

Espécies de Neofabraea spp. podem se desenvolver em frutos armazenados
a 0 °C, mas ndo acima de 30 °C, sendo a temperatura 6tima de desenvolvimento
entre 18-20 °C (HORTOVA; NOVOTNY; ERBAN, 2014; PESICOVA et al., 2017).
Além disso, a pluviosidade durante o ciclo de producdo também deve ser
considerada, pois chuvas frequentes interferem na protecdo quimica do fruto e
contribuem para a disperséo e disseminacdo dos esporos no pomar (SANHUEZA et
al., 2006). O controle da doenca com fungicidas € dificultado pela variabilidade das
espécies do fungo que apresentam sensibilidade distinta aos fungicidas (PESICOVA
et al., 2017; BOGO et al., 2018).

Dentre as estratégias de controle recomendadas para essa doenca pode-se
citar a reducao da disponibilidade de in6culo, a partir da eliminagéo de cancros, visto
que nesses se desenvolvem a estrutura do fitopatégeno. Além disso, é importante
manter o pomar limpo, isto €, ramos da poda e frutos descartados no raleio devem
ser removidos do pomar, por serem uma possivel fonte de contaminacdo
(SANHUEZA et al., 2006). Recomenda-se, adicionalmente, i) colheita cuidadosa dos
frutos, num estadio de maturacdo adequado para cada cultivar; ii) transporte em
condi¢des que ndo possibilite a incidéncia de sol sobre os frutos e que nédo propicie
danos/ferimentos durante o percurso; e iii) que ap6és, colhidos, os frutos sejam
resfriados 0 quanto antes, uma vez que temperaturas superiores a 12 °C, por mais
de 8 h, aumentam o avanco da infeccdo (SANHUEZA, 2015). Ha diversas medidas
de controle adicionais (controle quimico, desinfestagdo das macgés previamente ao

armazenamento, etc) que, se realizadas conjuntamente as estratégias mencionadas,


http://rbf.org.br/wp-content/uploads/2018/02/maçã.jpg
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asseguram um menor percentual de perdas durante a pos colheita de macas
(SANHUEZA, 2004; SANHUEZA et al., 2006; SANHUEZA, 2015).

2.2 Ciclo de crescimento e desenvolvimento das macas

Basicamente, o ciclo de crescimento e desenvolvimento dos frutos
corresponde a trés fases: i) crescimento; i) maturagdo; e iii) senescéncia
(CHITARRA e CHITARRA, 2005; PAUL; PANDEY; SRIVASTAVA, 2012). O
crescimento é marcado como o periodo em que ocorre 0 aumento do namero de
células. Um ponto chave dessa fase é o0 armazenamento de agua, carboidratos e
acidos organicos no vacuolo, que serdo utilizados em processos bioquimicos
durante todo o ciclo vital. Para isto, a respiracédo é indispensavel, pois é ela que gera
grande quantidade de energia e disponibiliza carbono para a biossintese de
numerosos compostos organicos. De modo geral, quanto menos avancado o estadio
de maturacdo na colheita, maior o potencial de armazenamento, mas menor a
qualidade sensorial. No sentido inverso, quanto mais avancado o estadio de
maturacdo na colheita, menor o potencial de armazenamento e maior a qualidade
sensorial. Na maturacao fisiolégica ocorre o aprimoramento do sabor, odor, cor da
epiderme, bem como acumulo de reservas especificas de cada cultura (TAIZ e
ZEIGER, 2017). Ao final da maturacdo fisiolégica, os frutos tornam-se menos
dependentes do suprimento de agua e nutrientes pela planta e sdo capazes de
realizar atividades vitais com suas préprias reservas (CHITARRA e CHITARRA,
2005). E no final dessa fase e antes do pico climatérico (periodo “pré-climatérico”) o
ponto ideal de colheita de macgéas destinadas ao armazenamento, quando a sintese
de ET autocatalitico ainda é baixa e a taxa respiratéria é minima (Figura 2)
(GIRARDI, 2004). A fase de transicdo entre a maturacao fisioldégica e a senescéncia
é descrita como maturagdo ou amadurecimento comercial. Durante a maturagéo ou
amadurecimento comercial dos frutos, as alteracbes quimicas e fisicas estdo
associadas as alteracOes de textura, aparéncia, sabor e aroma resultando em alta
qualidade sensorial (GOULAO e OLIVEIRA, 2008). Por dultimo, tem-se a
senescéncia, cuja etapa € caracterizada pela diminuicdo dos processos anabdlicos
(de sintese) e aumento dos processos catabolicos (de degradacdo). Nessa fase
também ocorre progressiva perda da integridade das membranas celulares, levando
ao envelhecimento e morte celular (CHITARRA e CHITARRA, 2005).
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O ponto mais recomendado para a colheita de macas esta representado a
seguir (Figura 2). Observa-se que esse ponto segue a evolucdo de diversas
caracteristicas responsaveis pela qualidade da macd, que ocorrem durante o
desenvolvimento do fruto, como a diminuicdo da acidez e do amido, aumento da
sintese de acucares e cor de cobrimento, por exemplo. No caso especifico de
macas, esse ponto, ou estadio de maturacao é caracterizado fisiologicamente como

a transicdo do estadio pré-climatérico para o climatérico.

Ponto ideal

L. . colheita
Niveis relativos ; ;
Sintese de agucares

-+ ", Cor de cobrimento

-

Desenvolvimento de aromas

N . Clareamento da cor
Quantidade de amido

# Desenvolvimento do fruto

Figura 2 — Ponto ideal de colheita e alteragces das caracteristicas responsaveis pela qualidade da
maca ao longo do desenvolvimento do fruto. Fonte: Adaptado de Girardi, 2004.

E importante atentar para o fato de que a escolha do ponto de colheita define
também o tempo de armazenamento. Nesse sentido, tém-se problemas tanto
relacionados a antecipacéo da colheita, como macés de menor tamanho, baixo teor
de aclUcares e teor de compostos aromaticos e suscetibilidade a disturbios
fisiolégicos (WATKINS, 2003; STANGER et al.,, 2013) — quanto relacionados ao
retardamento excessivo, como perda de crocéncia e de suculéncia, suscetibilidade a
disturbios fisiolégicos e a podriddes (WATKINS et al., 2005; STANGER et al., 2013).

Na pratica, os indicadores investigados para monitorar os atributos que
interferem no ponto ideal de colheita sdo firmeza de polpa (FP), coloracdo das
sementes, indice de degradacdo do amido, solidos soluveis totais (SST), acidez
titulavel (AT) e cor de fundo da epiderme (WATKINS, 2003). Costuma-se optar por

esses indicadores devido a simplicidade, rapidez e baixo custo de analise
(ARGENTA et al., 2010).
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2.2.1 Etileno (ET)

O ET € um hidrocarboneto insaturado gasoso, sendo uma das moléculas
organicas (Cz2Hs) mais simples com atividade biolégica produzidas por plantas e
frutos. Em plantas e frutos, sua sintese € desencadeada a partir da metionina
(precursora), a qual € convertida a SAM (S-adenosil metionina), via ciclo de Yang. A
partir disso, SAM é convertida ao ACC (4cido 1-aminociclopropano-1-carboxilico),
pela enzima ACS (ACC sintase). Por fim, ACC é convertido no fitohormonio ET, pela
enzima ACO (ACC oxidase) (NACHTIGAL et al.,, 2002). A enzima ACS € uma
enzima citosdlica, enquanto a enzima ACO ainda ndo tem sua localizacdo celular
definida. Ha trabalhos que sugerem uma localizacdo -citoplasmatica, outros
membranaria, e outros apoplastica (CHITARRA e CHITARRA, 2005; KERBAUY,
2008).

A atividade da ACS é o ponto regulatério mais importante na producédo de
etileno, sendo que os niveis dessa enzima sdo afetados por mudancas ambientais,
hormonais e por diversos eventos fisiolégicos (FUJIMOTO et al., 2000; YANG et al.,
2013). O aumento na producdo de ET verificado em certas fases do
desenvolvimento, como amadurecimento e senescéncia de frutos, ou em resposta a
estresses, dentre os quais ferimentos mecanicos, seca, geadas, infeccfes e agentes
toxicos, é acompanhado por uma elevacdo na sintese ou na ativacdo da ACC
sintase. A atividade da enzima ACS é dependente de piridoxal 5-fosfato. AVG
(aminoetoxivinilglicina) e AOA (acido aminooxiacético) bloqueiam a conversédo de
SAM a ACC. A ACO é uma enzima que necessita de ferro e ascorbato para ter
atividade, sendo a conversdo de ACC em ET inibida por benzoato de sédio, altas
temperaturas, pouca oxigenacao (co-substrato de ACO), CO2 (em niveis elevados
ele se liga ao receptor no lugar do ET). As enzimas ACS e ACO possuem isoformas
derivadas de uma familia multigénica, em que cada uma é codificada por um gene
diferente. Por exemplo, em tomateiros, ha pelo menos nove genes para a ACS,
expressos de maneira distinta nos tecidos, dependendo do desenvolvimento das
plantas ou em respostas aos fatores ambientais (KERBAUY, 2008).

Como um gas, o ET se difunde facilmente no interior dos tecidos, através dos
espacos intercelulares. A agua e os solutos do citoplasma dificultam o movimento do
fitohormdnio. Devido a sua afinidade com lipidios (14 vezes mais soluvel do que na

agua), ele é capaz de se difundir com facilidade através da casca de alguns frutos,
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como a maca (presenca de ceras) (KERBAUY, 2008). Para exercer sua acdo, esse
fitohormdnio se liga a receptores proteicos da membrana do reticulo endoplasmatico
(hidroxiprolina-ETR1), que contém ions como cobre (Cu?*) e zinco (Zn?*) como sitio
de ligacdo. A ligacdo entre etileno-receptor, através de um mensageiro secundario,
faz com que seja enviado um sinal até o nucleo para o DNA (&cido
desoxirribonucleico), sinal conhecido como transducao de sinal. A partir disso, &
produzido mRNA (&cido ribonucleico mensageiro), por exemplo, ao degradar a
parede celular do fruto sdo produzidos mRNAs que correspondam a enzimas
hidroliticas (poligalacturonases, PGs, pectinases e celulases). Essa fase é
denominada de transcricdo génica. No citosol, ocorre a etapa de traducdo dos
MRNAS, ou seja, sintetizam-se essas enzimas que sao, finalmente, transportadas
para organelas, como o complexo de Golgi para, a seguir, serem encaminhadas a
parede celular (RODRIGUES; ONO, 2001).

De maneira simplificada, pode-se dizer que h& dois sistemas reguladores de
biossintese do ET. O sistema 1 é responsavel pela producéo basal de ET. Nos frutos
climatéricos, esse sistema atua até o inicio do amadurecimento. Posteriormente, a
partir da exposicdo a baixas concentracdes de ET, emanadas pelo sistema 1, ocorre
um aumento da sua producédo, sendo esse caracterizado como sistema 2. O sistema
2 é responsavel pela producdo autocatalitica do ET em frutos climatéricos. Nessa
fase ha4 uma grande producdo de ET nos tecidos, possibilitando que o fruto
amadureca e, posteriormente, entre em senescéncia (McMURCHIE et al., 1972).

Como o objetivo do estudo € compreender o papel do 1-MCP em relacédo a
suscetibilidade ao fungo conhecido como podriddo “olho-de-boi” € importante
esclarecer que, além das plantas e dos frutos, diversos fungos como Penicillium
digitatum, P. cyclopium, P. veluinum, Mucor hiemalis, Agaricus bisporus, Fusarium
oxysporum, Aspergillius clavatus, B. cinerea, entre outros também sdo capazes de
sintetizar esse fitohormdnio (CHAGUE, 2010). E possivel que o ET seja sintetizado
em frutos verdes, apdés o reconhecimento do patégeno no sistema 1 e que a
concentracdo de ET induzida por patdgenos e danos mecanico ative
especificamente a expressdo de genes de defesa e/ou outras vias de resisténcia.
Todavia, uma vez que os niveis de ET celular ultrapassam um limiar pode ser
desencadeado uma maior suscetibilidade, independentemente dos mecanismos de
defesa ativados, pois é provavel que ocorra a inducéo do sistema 2 (producéo auto

catalitica do ET, que desencadeiam o amadurecimento do fruto). Portanto, o ET
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pode atuar como um promotor da suscetibilidade ou resisténcia, dependendo de
seus niveis no tecido e do estadio de desenvolvimento do fruto (BLANCO-ULATE et
al., 2013).

A secrecdo de ET por fungos ocorre por duas vias bioguimicas, sendo
metionina ou oxoglutarato os possiveis aminoacidos prercursores (CHAGUE, 2010).
A sintese de ET, descrita para plantas e frutos, a partir da metionina, foi relatada
também para Dictyoselium mucoroides (AMAGAI e MAEDA, 1992) e P. digitatum
(JIA et al., 1999). Contudo, essa primeira via ndo é tdo comumente encontrada como
a segunda, a qual desamina a metionina para a-ceto-y-acido metilbutirico (KMBA),
sendo KMBA, posteriormente, oxidado a ET. Cabe destacar que a conversdo de
metionina em KMBA envolve uma transaminase, enquanto a oxidacao requer
radicais hidroxila, produzidos a partir de oxigénio molecular. Essa via foi
primeiramente caracterizada em bactérias (PRIMROSE e DILWORTH, 1976), sendo,
atualmente, descrita para varios fungos. A via do oxoglutarato é catalisada por
ascorbato oxidase, na presenca de outros aminoécidos (arginina ou lisina) como
cofatores. A escolha do cofator dependera do tipo de fungo. A enzima ascorbato
oxidase catalisa duas rea¢des simultaneamente, uma que produz ET por oxigenacéo
do oxoglutarato, e outra que catalisa a producdo de carboxilato de succinato,
guanidina e pirrolina (FUKUDA et al., 1992). Essa via foi identificada nos fungos P.
cyclopium (PAZOUT e PAZOUTOVA, 1989), F. oxysporum (HOTTIGER e BOLLER,
1991) e, ainda, em P. digitatum (FUKUDA et al., 1986).

2.3 Maca e tecnologias de conservacao

Dentre os 10 frutos frescos mais produzidos no mundo, a maga ocupa a
terceira posicao (Figura 3), sendo China (44 milhdes de toneladas), Unido Europeia
(UE, 10 milhdes de toneladas) e Estados Unidos (4,7 milhdes de toneladas)
responsaveis pelas maiores producdes (STATISTA 2017/2018). Entre 2016 e 2018,
o Brasil produziu em meédia 1,1 milhdo de toneladas (KIST et al., 2018), o que o

mantém na 112 posicdo do ranking dos paises produtores (FAOSTAT).
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Figura 3 — Producdo de frutos frescos (excluindo-se frutos congelados e conservados

provisoriamente) em 2016 no mundo, adaptado de uma pesquisa feita pela empresa
Rabobank em 2018. Fonte: https://research.rabobank.com/far/en/sectors/regional-
food-agri/world_fruit_map_2018.html

Metade da producdo nacional de mac¢a é advinda do Rio Grande do Sul, no
qual o municipio de Vacaria € o maior produtor, sendo a ‘Gala’ e seus clones 0s
mais produzidos (AGAPOMI, 2018). As caracteristicas do clima temperado brasileiro,
gue possibilitam longos periodos de frio para que as plantas iniciem um novo ciclo
vegetativo, com brotacdo e floracdo normais, aliadas as caracteristicas sensoriais
destacadas pelos consumidores, como aroma e sabor atraentes, justificam o porqué
dessa cultivar (Gala) e de seus clones virem sendo amplamente produzidos no Rio
Grande do Sul e em outros estados brasileiros (Santa Catarina e Parana) (PETRI,
2006; KIST et al., 2015). O interesse por certos clones costuma ocorrer por alguma
caracteristica que os torna mais interessantes que a variedade que Ihe deu origem
como, por exemplo, cor da casca e tamanho dos frutos. Os clones sédo oriundos de
mutagcbes que, geralmente, surgem espontaneamente e que sdo selecionados e
multiplicados vegetativamente (FIORAVANCO e SANTOS, 2013).

A maca permanece disponivel para consumo durante todo o ano gracas as
tecnologias de conservacao envolvidas. Atualmente, as tecnologias de conservacéo
aplicadas na macéa pelos principais estados brasileiros produtores correspondem,
majoritariamente, da combinacgéo entre refrigeragdo e controle da atmosfera gasosa
(Figura 4).


http://mais500p500r.sct.embrapa.br/view/pdfs/90000020-ebook-pdf.pdf
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Figura 4 — Percentual de macas refrigeradas armazenadas em atmosfera controlada ou refrigerada,
realizado pelos principais estados produtores (Parand, Rio Grande do Sul e Santa
Catarina). Adaptado de um levantamento publicado, em 2018, no site TodaFruta. Fonte:
https://www.todafruta.com.br/artigo-exclusivo-estado-atual-da-cultura-da-macieira/

Dentre os frutos de relevancia econémica no Brasil, o setor de macéas € o que
mais emprega tecnologia na pos-colheita. O armazenamento refrigerado (AR), que
era utilizado na década de 80 e 90, foi praticamente substituido pelo
armazenamento refrigerado em atmosfera controlada (AC), a partir da década de 90
(BRACKMANN, 2007). Com isso se estendeu o periodo de armazenamento de 3 a 5
meses para, praticamente, 7 a 9 meses (BRACKMANN, 2004). Em paralelo a essa
evolucdo, had o registro para o uso do 1-MCP na macd, sendo, a partir disso,
utilizado até o presente (WATKINS, 2006; WATKINS et al., 2015). Isso se deve aos
beneficios gerados pela aplicacdo dessa tecnologia, como estender o periodo de
armazenamento e a vida de prateleira apés AR e AC (MIR e BEAUDRY, 2000;
WATKINS, 2008b). Essa extensdo do periodo de oferta se deu, sobretudo, pelo
menor amolecimento de polpa e menor ocorréncia de farinosidade na polpa,
mantendo os frutos suculentos (STORCH et al., 2015).

O AR combinado a AC possibilita a reducédo da producéo do fitohormonio ET
e das trocas gasosas relacionadas a respiracdo do fruto. Para tanto, é feita uma
modificacdo da concentracdo dos gases da atmosfera em que o fruto permanecera
armazenado, sendo, para isso, aumentada e diminuida a concentracdo dos gases
CO:2 e O, respectivamente (GIRARDI, 2004; BRACKMANN et al., 2011; HO et al.,
2013). Quando comparada ao armazenamento refrigerado combinado a atmosfera

natural, a AC prolonga o periodo de conservagdo das macas pois retarda o
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amadurecimento, diminui a ocorréncia de disturbios fisiolégicos e podriddes e reduz
a perda de peso e o murchamento (BOTH et al., 2014). Como inconvenientes, pode-
se considerar o maior investimento e a limitagdo da abertura das camaras para
remocao de lotes de frutos, bem como a possibilidade de ocorréncia de disturbios
fisiologicos relacionados a baixa concentragdo de Oz e/ou alto CO2 (GIRARDI, 2004;
BOTH et al., 2014).

Em associacdo a refrigeracdo e ao controle da atmosfera, uma terceira
tecnologia de conservacédo aplicada na maga foi o tratamento com 1-MCP. Esse
composto € comumente utilizado para inibir a acdo do ET, com o intuito de atrasar
respostas fisioldégicas (amadurecimento e senescéncia) de frutos climatéricos, o que
permite seu armazenamento por um periodo mais prolongado, em média, 10 meses,
dependendo da cultivar, ponto de colheita e tipo de armazenamento. Por ser um
composto que age inibindo a acdo do ET, e por a maca ser um fruto tipicamente
climatérico, ao inibir a acdo, também se inibe parcialmente a producdo desse
fitohormonio (GIRARDI; BRACKMANN; PARUSSOLO, 2004; KIST et al.,, 2017 e
2018).

Descoberto na década de 90 por Sisler e colaboradores (SISLER; DUPILLE;
SEREK, 1996), o 1-MCP passou a ser comercializado somente a partir de 2005 em
diversos paises, inclusive no Brasil (WATKINS, 2006). Embora muitas culturas
(abacate, abacaxi, ameixa, banana, maméao, meldo, nectarina, pera, tomate, etc)
sejam tratadas com esse produto em diversos paises (Argentina, Australia, Austria,
Bélgica, Brasil, Canada, Chile, China, Costa Rica, Estados Unidos, Israel, Franca,
México, Nova Zelandia, Reino Unido, etc) sua expressiva popularidade com a maca
se deve ao efeito positivo do 1-MCP na manutencdo da FP durante o
armazenamento e comercializagdo (HARKER; GUNSON; JAEGER, 2003; GALVEZ-
LOPEZ et al., 2012).

Um avanco na tecnologia de aplicagdo do 1-MCP resultou da sua formulagao
como um po estavel em que é complexado com y-ciclodextrina, de modo a ser
facilmente liberado como um gas, quando dissolvido em agua (WATKINS, 2006).
Sob a marca SmartFresh™, o produto comercial do 1-MCP ¢é aplicado no Brasil em
concentragcbes que variam entre 0,003 mg/L a 0,086 mg/L, de acordo com a cultura
(AGRAPAR). Este produto ndo é toxico aos animais e ao meio ambiente
(ENVIROMENTAL PROTECTION AGENCY, 2002).
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A duracdo da acdo do 1-MCP é dependente de alguns fatores como a
concentracdo e o tempo de exposicao, a temperatura do ambiente em que é feito o
tratamento e o estadio de maturacdo do fruto. Além disso, o tratamento €
influenciado pelo periodo em que o fruto permanece armazenado sob refrigeracao
antes do tratamento com 1-MCP (SISLER e BLANKENSHIP, 1996; SISLER e
SEREK, 1997; HARRIS et al., 2000; WATKINS; NOCK; WHITAKER, 2000). Zhang e
colaboradores (2009) propuseram que o0s niveis internos de ET influenciam
fortemente a eficicia do tratamento com 1-MCP e que, desse modo, poderia explicar
a perda de sensibilidade de alguns frutos climatéricos ao 1-MCP, quando aplicado a
estadios de maturacdo mais avancados.

Cabe ressaltar que, além do 1-MCP inibir a acdo do ET, ions prata e
substancias como 2,5-norbomadieno (NBD), o diazociclopentadieno (DACP)
também apresentam esse efeito inibitério, contudo todos séo altamente téxicos.
Enquanto 1-MCP, NBD e DACP exercem seu efeito através da ligacdo com os
receptores — a prata altera a capacidade dos receptores em traduzir o sinal para os
componentes seguintes da cadeia de sinalizacdo (KERBAUY, 2008).

Numa 42 geracdo tecnoldgica, tem-se 0 armazenamento em atmosfera
dindmica (AD), seja ela baseada no principio das diferencas de fluorescéncia de
clorofila, ou do quociente respiratério. Em ambos 0s casos, tem-se progresso
tecnologico, estendendo o tempo de armazenamento, mantendo-se frutos com
qualidade superior a AC e/ou AC + 1-MCP (WATKINS, 2008a).

O panorama atual oferece ao setor a possibilidade de associar ou nao
principios e métodos de conservacao de macgas que vao do AR ao AR + 1-MCP, a
AC, a AC + 1-MCP, a AD, a AD + 1-MCP (GIRARDI et al.,, 2015), além da
possibilidade de se usar ou n&o um inibidor da enzima ACS no pomar, como, por
exemplo, o AVG (KERBAUY, 2008).

2.3.1 1-MCP e o efeito sobre a biossintese do etileno e suas consequéncias

O 1-MCP age na rota metabodlica do receptor de ET, impossibilitando o
desencadeamento de uma cascata de reagbes que costumam ocorrer na presenca
desse fitohorménio (SISLER; DUPILLE; SEREK, 1996). Quando o 1-MCP se liga
aos receptores de ET, por exemplo, em tomates (TASSONI; WATKINS; DAVIES,
2006) e macgéas (PANG et al., 2006; DAL CIN et al., 2006; TATSUKI e ENDO, 2006)
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foi observado um menor acumulo de transcricdo e uma reducdo da atividade das
enzimas (ACS e ACO) envolvidas na sintese desse fitohorménio (TAIZ e ZEIGER,
2017). Além disso, dependendo da cultura investigada, o 1-MCP desencadeia um
perfil de acimulo de transcritos associados aos receptores de ET diferente do obtido
na auséncia dele. A exemplo disso, pode-se citar que enquanto em macas 'Golden
Delicious' o acumulo de transcritos Mders1 e Mdetrl foi suprimido na presenca de 1-
MCP, em péssegos ‘Summer Rich’ os niveis dos transcritos Ppetrl e Ppersl nao
foram afetados por ele. O efeito causado na transcricdo desses genes na presenca
do 1-MCP em macas e péssegos pode estar relacionado a diferencas em termos de
razdo, de padrbes de expressao e/ou turnover dos receptores de ET (DAL CIN et al.,
2006).

O 1-MCP atrasa o amolecimento de polpa em diversas culturas (abacate,
ameixa, damasco, manga, mamao, macda, dentre outros). Existem estudos que
relacionaram o efeito do 1-MCP sobre a manutencédo da FP durante a pos-colheita
gue se encontram detalhados em artigos de revisdo (BLANKENSHIP; DOLE, 2003;
WATKINS, 2006). Dentre os principais aspectos, é citado que o 1-MCP atrasa o
amolecimento de polpa, porque ao inibir a acdo do ET, muitos genes codificadores
de enzimas degradantes da parede celular, por serem etileno dependentes, tém sua
transcricdo reprimida. Contudo, isso ndo é via de regra, pois em mais de um trabalho
foi demonstrado que a perda de FP ocorreu independentemente do fitohorménio ET
(BLANKENSHIP; DOLE, 2003). Como exemplo, foi demonstrado que mesmo que a
atividade de enzimas PGs tenha sido suprimida em abacates com 1-MCP, o
amolecimento de polpa desse fruto ocorreu (JEONG; HUBER; SARGENT, 2002).
Nesse sentido, uma das possiveis explicacbes para isso € que mesmo sendo
relatado que diversas enzimas etileno-dependentes estdo associadas com a perda
de FP, a manutencdo da FP €& um evento mais complexo, pois, além do
envolvimento dessas enzimas, h4d o envolvimento de enzimas relacionadas a
biossintese de acgucares da parede celular, e outras, além das enzimas mais estudas
PGs e PMEs (pectina metil esterase) (WANG et al., 2018).

Assim como para o amolecimento de polpa, os mesmos trabalhos de reviséao
(BLANKENSHIP; DOLE, 2003; WATKINS, 2006) abordam o papel do 1-MCP sobre a
acidez titulavel (AT) e sobre os sélidos soluveis totais (SST). De uma forma geral, o
1-MCP atrasa ou inibe a perda de AT em diversas culturas, como abacaxi, tomate,
ameixas e cenouras (BLANKENSHIP; DOLE, 2003). Em macas, o 1-MCP manteve a
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AT em ‘Red Delicious’, ‘Granny Smith’, ‘Fuji’ ‘Gala’, ‘Ginger Gold’ e ‘Jonagold’ (FAN
e MATTHESIS, 1999). Com relacédo ao SST, o efeito do 1-MCP variou com a cultura
e a cultivar. Por exemplo, ha evidéncias que relatam que abacaxi e mamao tratados
com 1-MCP tém maior SST, do que seus respectivos frutos ndo tratados. Em
morangos, por sua vez, o tratamento com 1-MCP contribuiu para menores SST
(TIAN et al., 2000), enquanto foi indiferente para outras culturas (ameixa, manga,
damasco e pinha) (HOFMAN et al., 2001; DONG; LURIE; ZHOU, 2002). Para a
maca € tanto relatado que os SST sdo maiores na presenca do 1-MCP (FAN e
MATTHESIS, 1999), quanto que a presenca dele foi indiferente (BLANKENSHIP;
DOLE, 2003). Nesse aspecto, cabe comentar que isso varia de acordo com a
cultivar: magas ‘Mcintosh’ e ‘Law Rome’ com 1-MCP apresentam menores SST, do
gque macgas sem tratamento; macgas ‘Delicious’ e ‘Empire’ com 1-MCP tiveram
maiores SST do que aquelas nao tratadas. Além disso, a combinacéo entre 1-MCP e
tipo de armazenamento (com ou sem controle de atmosfera) parece desencadear
uma outra resposta em relagdo a esse atributo de qualidade (WATKINS; NOCK;
WHITAKER, 2000).

A producao de compostos volateis em frutos é dependente da sinalizacdo do
fitohormdnio ET (BLANKENSHIP; DOLE, 2003; WATKINS, 2006). Contudo, mesmo
gue o 1-MCP iniba ou atrase a producao de compostos volateis vinculados ao aroma
caracteristico de um fruto, ndo necessariamente isso serd comprometido a longo
prazo. Por exemplo, em peras, o 1-MCP contribuiu para um atraso na producao de
ésteres e alcoois, com diferencas quantitativas entre ésteres de cadeia longa e
ramificados. Todavia, com o0 avanco da maturacdo, a producdo de volateis foi
semelhante entre peras tratadas e nao tratadas com 1-MCP (ARGENTA; FAN;
MATTHEIS, 2003). Para macas, foi evidenciado que a sintese de alcool e éster
foram inibidas em ‘Fuji’ (FAN e MATTHEIS, 1999) e ‘Gala’ (FAN e MATTHEIS, 2001)
e que a producdo de volateis totais foi inibida em ‘Mclintosh’ e ‘Delicious’
(RUPASINGHE et al., 2000). Diante das divergéncias de perfil de comportamento do
1-MCP sobre a producdo de compostos volateis, entende-se que, ao que tudo
indica, o efeito do 1-MCP sobre esse atributo de qualidade vai muito além do

aspecto relacionado a sua presenca ou auséncia.
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2.3.2 1-MCP e os disturbios fisioldgicos e patogénicos

Os efeitos do 1-MCP sobre os disturbios fisiolégicos constatados em diversas
culturas sédo detalhados por Watkins (2007). Sob um aspecto geral, distarbios
associados a senescéncia (“marronzamento” da polpa de abacate, do inglés internal
browning), ao frio (escaldadura superficial de macds e peras) e diretamente
relacionados ao fithormonio ET (escurecimento do alface, do inglés browning) sao
inibidos pelo 1-MCP, ao se inibir a agédo do ET. Por sua vez, distdrbios vinculados ao
frio e a auséncia de ET (chiling injury de bananas e citrus) sdo aumentados na
presenca de 1-MCP (PORAT et al., 1999; DONG; LURIE; ZHOU; 2002; WATKINS,
2007, 2008b).

Embora o tratamento de frutos com o 1-MCP seja bastante utilizado na
conservagao pos-colheita, estudos sugerem que ele tenha relacdo com o aumento
da incidéncia de patdgenos em diversos frutos. Em 2008, Watkins descreveu
exemplos em que o 1-MCP pode induzir, reduzir ou néo ter efeito sobre a incidéncia
de podriddes em diversas culturas (WATKINS, 2008b), como ilustra a Figura 5.
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Figura 5 — Efeito do 1-MCP sobre distlrbios patogénicos em diversas culturas (Watkins, 2008b).

Considerando que a maca €, mundialmente, um alimento de grande valor
econdmico, e que o tratamento com 1-MCP € uma tecnologia de conservacao
utilizada nesse fruto, entende-se que é relevante investigar seu efeito sobre a
suscetibilidade ao desenvolvimento de doengas como a podriddo “olho-de-boi”. No
que diz respeito ao efeito do 1-MCP sobre a suscetibilidade ao desenvolvimento de

podriddes caracteristicas de pds-colheita, foi descrito que o tratamento pode tanto
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aumentar, diminuir ou, ainda, ndo ter efeito sobre o progresso de podridées em
frutos, sendo isso relacionado, principalmente, com a concentracdo de 1-MCP
(PORAT et al., 1999; JIANG; JOYCE; TERRY, 2001; MARCOS; GONZALEZ-
CANDELAS; ZACARIAS, 2005; BLANCO-ULATE et al.,, 2013), o estadio de
maturacdo do fruto (SAFTNER; ABBOTT; CONWAY, 2003; DO AMARANTE et al.,
2010; CAMELDI et al., 2016), e a ordem de tratamento com 1-MCP (SAFTNER;
ABBOTT; CONWAY, 2003; JANISIEWICZ et al., 2003).

No trabalho que comprovou a hip6tese de que o papel desempenhado pelo 1-
MCP sobre a incidéncia de podriddes tem relacdo com a concentracdo utilizada, foi
evidenciado que: i) a menor concentracdo de 1-MCP (12 nL/L) foi a Unica que
possibilitou um menor percentual de tomates podres com B. cinerea, independente
do estadio de maturacao; ii) ao comparar uma menor (12 nL/L) e maior concentracao
de 1-MCP (450 nL/L) foi suposto que baixas concentracbes de 1-MCP podem
bloquear alguns, mas nao todos os receptores de ET, em funcdo da limitada
quantidade de 1-MCP utilizada e continua geracdo de novos receptores, com iSso 0
fitohormdnio ET pode ser percebido numa concentragéo apropriada para promover
resisténcia (BLANCO-ULATE et al., 2013). Outros trabalhos que investigaram a
relacdo entre concentracdo do 1-MCP e incidéncia de podriddes em frutos também
evidenciaram que menores concentracfes de 1-MCP possibilitam uma menor
incidéncia de podriddo quando comparado a maiores concentracbes de 1-MCP
(PORAT et al., 1999; JIANG; JOYCE; TERRY, 2001; MARCOS; GONZALEZ-
CANDELAS; ZACARIAS, 2005).

A sintese de compostos fendlicos (CF) e a atividade enzimas relacionadas a
defesa também foram investigadas na relacdo concentracdo do 1-MCP e incidéncia
de podriddes em frutos. A principal evidéncia é de que menores concentracdes de 1-
MCP contribuem para maiores concentracdes compostos fendlicos (CF), maior
atividade de enzimas (PAL e ACO) e menor incidéncia de podriddes (PORAT et al.,
1999; JIANG et al., 2001; MARCOS; GONZALEZ-CANDELAS; ZACARIAS, 2005;
BLANCO-ULATE et al., 2013). Contudo, isso ndo deve ser encarado como via de
regra, pois altas concentra¢cdes de 1-MCP (1000 nL/L) também contribuiram para
uma maior atividade da enzima PAL, bem como de outras enzimas como CAT,
SOD, POD, e PPO, sendo isso vinculado a uma maior resisténcia do fruto a P.
expansum (LIU et al., 2005; ZHANG et al., 2012).
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Compostos fenodlicos sdo armazenados nos vacuolos e obtidos através das
rotas do acido chiquimico e do acido malénico. A classe de CF mais abundante em
plantas é derivada da rota do acido chiquimico. Essa rota converte precursores de
carboidratos derivados da glicolise e da rota da pentose fosfato em trés aminoacidos
aromaticos: fenilalanina, tirosina e triptofano. Dentre esses aminoacidos, a
fenilalanina é o principal aminoacido responsavel pela sintese de CF. Para tanto, a
enzima PAL catalisa a reacdo de desanimacdo do aminodcido L-fenilalanina em
acido trans-cinamico e aménia (BUCHANAN et al., 2000; WESTON; MATHESIUS,
2013). Um dos exemplos mais importantes de compostos toxicos a fitopatdbgenos
derivados dos CF sdo as quinonas. Para se ter uma ideia, as quinonas acabam
sendo caracterizadas como muito mais toxicas aos microrganismos, do que o
composto fendlico original (BROETTO; GOMES; JOCA, 2017). Durante a invaséo de
fitopatdgenos, um dos mecanismos de resisténcia propostos é de que taninos séo
oxidados a quinonas e, subsequentemente, as quinonas, ao se ligarem
covalentemente a grupos nucleofilicos (-NH2 e -NH) de proteinas de
microrganismos, desempenham a funcdo de inibicdo do crescimento microbiano.
Destaca-se que um dos mecanismos para interacdo de taninos com proteinas de
fitopatdgenos é através de ligacdes intermoleculares do tipo pontes de hidrogénio
entre grupos hidroxila fendlicos dos taninos e os sitios eletronegativos da proteina
(Figura 6 A). Um segundo mecanismo proposto é que para grupos hidroxila fendlicos
interagirem com essas proteinas covalentemente, previamente, esse tanino deve ser
convertido em quinona, apés a ativacao catalisada por enzimas oxidativas, como a
PPO (Figura 6 B) (TAIZ e ZEIGER, 2017).
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(A) Pontes de hidrogénio entre tanino e proteina

Tanino 2

(B) Ligagdo covalente a proteina apés oxidagdo

N — o>

[Enzimal
Proteina
/\@\ /\@ H.N /\@Ligagéo covalente
OH (o] OH

Tanino na forma fenélica Tanino na forma quinénica Tanino ligado a proteina

Figura 6 — Mecanismos propostos para interacédo de taninos com proteinas por pontes de hidrogénio
entre taninos e proteina (A) e ligacao covalente (B), adaptado de Taiz e Zeiger, 2017.

Durante a infeccdo de frutos por fungos, bactérias e outros microrganismos ha
também a sintese de proteinas relacionadas a patogénese (PR-proteinas, do inglés
pathogenesis-related). Essas proteinas ficam localizadas no vacuolo, parede celular
e/lou apoplasto. Elas possuem como caracteristicas serem resistentes a enzimas
proteoliticas, estaveis em pH baixos, em torno de 2,8 e estaveis sob altas
temperaturas (em torno de 60-70 °C) (STANGARLIN et al.,, 2010). Dentre as
principais PR-proteinas associadas a defesa diante de um estresse bidtico pode-se
citar as quatro familias de quitinases (PR-3, PR-4, PR-8 e PR-11), uma familia de 3-
1,3-glucanases (PR-2) e, ainda, uma familia de proteinas que compartilham
homologia com a taumatina e, portanto, chamada de proteinas semelhantes a
taumatina (PR-5, like-thaumatin) (SUDISHA et al., 2012). As PR-proteinas 2, 3, 4, 8
e 11 degradam quitina e B-glicanas da parede celular de fungos, respectivamente
(EBRAHIM; USHA; SINGH, 2011), enquanto que a PR-5 tem demonstrado atividade
antifangica in vitro em milho (ROBERTS e SELITRENNIKO, 1990), folhas de tabaco
(KOIWA et al.,, 1997) e limdo (KIM et al, 2009). Dentre as PR-proteinas
mencionadas, a que pode ter potencial na inibicdo ou redugcao da podridao “olho-de-
boi” em macas ‘MaxiGala’ é a familia PR-5, visto que num estudo prévio foi
demonstrado um maior acumulo de PR-5 na presenca de 1-MCP em magas ‘Gala’
clone Baigent (GONCALVES, 2016).

Na presenca de fitopatogenos, é descrito na literatura com a seguinte ordem
de desencadeamento dos eventos em plantas: i) nos primeiros minutos ocorre
despolarizacdo da membrana e vazamento de eletrélitos, maior acumulo de
especies reativas de oxigénio (ERO), como H202, e expressdao de genes

relacionados a sintese de fitoalexinas; ii) nas primeiras horas acontece a explosao
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oxidativa (evento ligado a ERO), peroxidacdo da membrana plasmatica, aumento da
concentracdo do fitohorménio acido salicilico, morte localizada de células, acamulo
de fitoalexinas e lignificacdo da parede celular e, por fim, iii) apds alguns dias tém-se
0 acumulo de PR-proteinas e o desencadeamento de sistema adquirido de
resisténcia (GUEST e BROWN, 1997).

Outra esfera na compreenséo dos eventos desencadeados na relacdo 1-MCP
e suscetibilidade ao desenvolvimento de podriddes em frutos sdo vinculadas ao
estadio de maturacdo do fruto. Nesse sentido, até o momento, foram evidenciados
0s trés principais pontos: i) na presenca do 1-MCP, foi constatado um menor
percentual de macas podres por Neofabraea spp., independente da colheita ser
precoce ou tardia (CAMELDI et al.,, 2016); ii) o 1-MCP proporcionou uma menor
incidéncia de podriddes em macas, independente do momento escolhido para esse
tratamento (0 ou 20 dias apo6s a colheita) (DO AMARANTE et al., 2010); e, iii) sobre
uma mesma colheita, a presenca do 1-MCP sO conseguiu proporcionar menor
didmetro da lesdo das podriddes B. cinerea, C. acutatum e P. expansum quando
esse tratamento foi realizado previamente ao armazenamento das macas. Apos 2,5
meses de armazenamento macas com e sem 1-MCP tiveram lesées com 0 mesmo
diametro (SAFTNER; ABBOTT; CONWAY, 2003). Nesse terceiro relato, os autores
atribuiram a distincdo de resultados, em virtude de o pico climatérico ter sido
atingido ap6s 2,5 meses de armazenamento. O que parece ter diferenciado esses
trés aspectos foi o tempo em que se levou para tratar frutos com 1-MCP. Entende-se
gue gquanto maior o espaco de tempo entre colheita e aplicagdo do 1-MCP, maior a
probabilidade de o fruto atingir o pico climatérico, amadurecer, e, portanto, diminuir o
efeito do 1-MCP sobre a indugéo de resisténcia a podriddes.

Um dos principais atributos relacionados ao estadio de maturacéo € a FP do
fruto. Dizer que um fruto estd menos firme, significa que ele estd mais maduro. Ha
uma discussdo que descreve que frutos mais amolecidos, por estarem mais
maduros, facilitam o desenvolvimento de podriddes (ALKAN e FORTES, 2015). Esse
raciocinio parte da ideia de que a barreira a invaséo, representada pela parede
celular, estd mais fragil quando o fruto esta mais maduro. Dentre algumas
evidéncias tem-se que fungos sintetizam enzimas hidroliticas de parede celular,
como PGs, PMEs e enzimas que degradam celulose e hemicelulose, para facilitar
sua invasao durante a tentativa de colonizacdo. Os frutos que tiveram genes que

codificam para enzimas degradantes de parede celular silenciados (PG, expansina e
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B-1,4-glucanase) foram mais resistentes a patdégenos (B. cinerea, Geotrichum
candidum e Rhizopus stolonifer), enquanto outros estudos demonstraram que o0
silenciamento do gene PG foi indiferente em relagdo & suscetibilade de
Colletotrichum gloeosporoides e B. cinerea em frutos (CANTU et al., 2008).
Considerando que enzimas degradantes de parede celular séo etileno-dependentes
ou parcialmente-dependentes (ALKAN e FORTES, 2015), a priori, frutos com 1-MCP
teriam mais dificuldade para serem colonizados do que frutos sem 1-MCP, uma vez
que o 1-MCP bloqueie a acdo do ET no fruto e contribui para preservar a parede
celular. Na verdade, isso ndo deve ser encarado como via de regra, pois um estudo
com 1-MCP em peras demonstrou que ndo ha relacdo entre firmeza de polpa e
desenvolvimento de B. cinerea. Os autores comprovaram que quem influenciou uma
maior ou menor suscetibilidade ao desenvolvimento de podriddo foi a enzima
secretada pelo fungo, PG. Para tanto, os autores avaliaram o desenvolvimento
dessa podridao inoculando cepas de B. cinerea com e sem silenciamento do gene
PG e PME em peras. Concluiu-se que a colonizacdo do fungo foi dependente
apenas da enzima PG e, por isso, sugeru-se que enzimas PG sintetizadas por B.
cinerea conseguem atuar sobre os polimeros da pectina da parede celular de peras
sem a desmetilacdo prévia realizada por enzimas PME (AKAGI e STOZ, 2007).

Em paralelo ao trabalho das enzimas PG, sintetizadas por fungos — ha, por
parte do fruto, a sintese de proteinas que impedem que enzimas PG, secretadas por
fungos, degradem a parede celular. Essas sdo conhecidas como proteinas inibidoras
de PG (PGIPs). PGIPs se ligam a pectina da parede celular do fruto (CANTU et al.,
2008). Na literatura é destacado que PGIPs inibiram a acdo de PGs durante a
infeccdo de B. cinerea em peras; que a superexpressao de PGIPs em tomates
maduros permitiu que esses frutos fossem mais tolerantes a B. cinerea e a Valsa
mali em macas; que tomates e uvas transgénicas por expressarem PGIPs limitaram
a colonizacao de B. cinerea (ALKAN e FORTES, 2015, YIN et al., 2016). Deve-se
esclarecer que PGIPs inibem somente enzimas PG sintetizadas por patdgenos, e
nao aquelas sintetizadas por frutos (CANTU et al.,, 2008). A interacdao PG-PGIP
resulta no acumulo de oligogalacturonideos (OGs), que sao elicitores ativos, 0s
quais ativam respostas de defesa no fruto, incluindo o acumulo de ERO e de
proteinas PR. Um modelo de eventos desencadeados em Arabidopsis thaliana em
defesa a um ataque patogénico descreve que OGs sao liberadas da parede celular,

apos degradacdo de homogalacturonano por dano mecéanico ou enzimas hidrolitica



40

como PG secretadas por patdégenos. PGIPs, no apoplasto, modulam a atividade de
enzimas PG, favorecendo o acumulo de OGs, que acabam funcionando como
padrbes moleculares associados a danos. OGs ligam-se a uma proteina ligada a
pectina da parede celular (WAK1) e, a partir disso, respostas de defesa a invasédo
sdo desencadeadas (FERRARI et al., 2013).

A maior parte dos trabalhos apresentados até aqui detiveram-se em
relacionar o papel desempanhado pelo 1-MCP sobre a incidéncia de podriddes, a
partir de diferentes concentragdes 1-MCP. Paralelamente, encontram-se avaliagdes
relacionando o papel do 1-MCP sobre a atividade de enzimas relacionadas a
patogénese e sobre a concentracdo de compostos fendlicos (PORAT et al., 1999;
JIANG; JOYCE; TERRY, 2001; MARCOS; GONZALEZ-CANDELAS; ZACARIAS,
2005; BLANCO-ULATE et al., 2013). Um ponto raramente discutido e que deve ser
considerado é a contribuicdo de variaveis intrinsecas, como o0 caso de safra e
estadio de maturacéo, na relacéo efeito do 1-MCP e incidéncia de podriddes. Nesse
caso, foi evidenciado que o papel do 1-MCP sobre a incidéncia da podridao “olho-
de-boi” em macas é diferente dependendo da safra e estaddio de maturacéo, que ele
interagir (CAMELDI et al.,, 2016). Na literatura, € descrito que na fase de
desenvolvimento vegetativo-reprodutivo, estiagens prolongadas, precipitacdes de
granizo, pluviosidade em excesso sao prejudiciais, visto que, além de diminuirem a
guantidade do que se produz, podem causar lesées na epiderme, reduzir o tamanho
ou aumentar a incidéncia de podridées nos frutos (FIORAVANCO; CZERMAINSKI,
ALVES, 2012). Ou seja, ndo considerar variaveis intrinsecas nas investigacées pode
resultar num viés do real efeito do 1-MCP sobre a incidéncia de podriddes em frutos.
Logo, acredita-se que, juntamente a avaliacdo de diferentes estadios de maturacéo,
é importante que se faca avaliag6es considerando mais de uma safra.

Um segundo ponto pouco abordado e que parece desencadear respostas
distintas ao 1-MCP sobre podridées em frutos € a ordem escolhida para esse
tratamento. Por exemplo, na literatura sobre um mesmo fungo (P. expansum) e um
mesmo fruto (magas ‘Golden Delicious’), o efeito do 1-MCP foi diferente, isto &,
enquanto um estudo relatou que macas com 1-MCP apresentaram menor incidéncia
de P. expansum (SAFTNER; ABBOTT; CONWAY, 2003), outro descreveu o
contrario (JANISIEWICZ et al., 2003). No primeiro caso, o 1-MCP foi utilizado antes
da adicdo do fungo, enquanto no segundo, depois da inoculacdo. Entende-se que

embora uma maior ou menor incidéncia de podriddo englobe variaveis que vao além
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da ordem do tratamento com 1-MCP, parece que dependendo dessa ordem tem-se
um ou outro comportamento sobre a incidéncia de podridées em frutos.

Até o0 momento, ha poucos estudos (PORAT et al., 1999; JIANG et al., 2001;
MARCOS; GONZALEZ-CANDELAS; ZACARIAS, 2005; BLANCO-ULATE et al.,
2013) que explicam a relacdo do 1-MCP como responsavel por uma maior ou menor
incidéncia de uma determinada podriddo em frutos. O senso comum €é de que 0 uso
do 1-MCP contribui na manutencéo da qualidade da macga armazenada (KIST et al.,
2017). Contudo, ha ainda muitas perdas vinculadas as podriddes durante o
armazenamento (PETRIACQ; LOPEZ; LUNA, 2018). Como visto, somente a
podridao “olho-de-boi” em macéas é relacionada ao descarte de, em média, 60 mil
toneladas de macas brasileiras, se somadas as perdas ocorridas durante e apds o
armazenamento, 0 que representa quase 9% do total da capacidade de
armazenagem (700 mil toneladas) (EMBRAPA, 2018). Diante disso, entende-se que
investigar o efeito do 1-MCP em associacao a variaveis intrinsecas (safra e estadio

de maturacg&o) pode colaborar para uma maior compreenséo do assunto.

3. Hipotese

A aplicacdo de 1-MCP influencia no aumento da podriddo “olho-de-boi” em

macas armazenadas.

4. Objetivo geral

Verificar a nivel fisiolégico, metabdlico e transcricional se a aplicacdo de 1-
MCP influencia na ocorréncia de podriddo “olho-de-boi” em macéds ‘MaxiGala’

durante o armazenamento refrigerado em atmosfera controlada.

4.1 Objetivos especificos

1. Verificar se aplicacdo de 1-MCP em diferentes pontos de colheita influenciam
na incidéncia da podridao “olho-de-boi”;

2. Verificar se a aplicagdo de 1-MCP altera o perfil transcricional de genes
relacionados a resisténcia a podriddes no fruto;

3. Verificar se h4 relacdo entre firmeza de polpa e incidéncia de podridfes.
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5. Materiais e métodos

5.1 Macgéas

Macas ‘MaxiGala’ foram colhidas em dois estadios de maturacdo em duas
safras (2017 e 2018). Em ambas safras, a primeira colheita ocorreu quando os frutos
apresentavam maturacéo ideal para ‘Gala’ [firmeza de polpa (FP) entre 75,5 N e
83,6 N, sdlidos soluveis totais (SST) acima de 11 °Brix, acidez titulavel (AT) entre
0,348% e 0,402% de acido malico e iodo-amido entre 2 — 3 (GIRARDI et al., 2002)]
para serem mantidas por longos periodos de conservacao. A segunda colheita foi
realizada cerca de 25 dias ap0s a 12 colheita. As macés foram oriundas do pomar da
Estacdo Experimental de Fruticultura de Clima Temperado da Embrapa Uva e Vinho,
em Vacaria/Rio Grande do Sul, a partir de duas fileiras previamente selecionadas,
levando em consideracdo que nao foram aplicados nenhum tipo de regulador da
maturacdo [ANA (&cido a -naftaleno acético), nem AVG]. Em todas as colheitas, a
escolha das macas se deu de forma aleatéria. No total, foram colhidas em média
150 macéas/caixa, totalizando, em média, 1800 frutos (12 caixas, medida da caixa
55,5 x 36 x 30 cm).

Posteriormente as colheitas, foram descartados frutos com sarna, queimadura
por sol ou alguma leséo por dano mecéanico. Em média, na 12 colheita de cada ano,
foram descartados 150 frutos, enquanto na 22 foram descartados 300 frutos. A
seguir, as macas foram desinfetadas imergindo os frutos em hipoclorito de sddio (50
ppm, pH 6,7, 2,0- 2,5% cloro ativo, densidade = 1,2 g/mL) por 2 min, sendo
posteriormente secos com panos de algoddo. Em seguida, as macas foram
colocadas dentro de caixas plasticas, previamente lavadas com sabdo liquido e
agua potavel e higienizadas com etanol 70% (v/v) (adaptado de Zhang et al., 2012;
Li et al., 2017).

5.2 Delineamento experimental
A seguir é apresentado uma ilustragdo com a cronologia dos eventos

envolvidos entre a colheita e fim do periodo de armazenamento, independente da

safra (Figura 7).
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Figura 7 — llustragdo da cronologia dos eventos envolvidos entre a colheita e fim do periodo de

armazenamento, independente da safra.

O delineamento experimental foi o inteiramente casualizado, sendo a unidade

experimental constituida por 10 macéas, utilizadando 10 repeti¢cdes biol6gicas (10

frutos por repeticdo), totalizando 100 magés por tratamento. A seguir € apresentado

o delineamento experimental utilizado no estudo (Tabela 1).

Tabela 1 — Delineamento experimental para a avaliagéo do efeito do 1-MCP sobre a suscetibilidade
ao desenvolvimento da podriddo ‘olho-de-boi’ em magas ‘MaxiGala’ armazenadas sob

refrigeracéo e atmosfera controlada

Variaveis independentes

Variaveis dependentes

Ordem de aplicagdo do tratamento com

Diametro da lesao

1-MCP (antes e depois inoculagdo com Percentual de frutos podres

fungo) Amolecimento de polpa, SST e AT
Presenca do 1-MCP (com e sem) Expressao dos genes que codificam para as
Presenca do fungo (com e sem) enzimas ACO, PAL, PPO, PG e para as proteinas

Safra (2017 e 2018)

Colheita (12 e 2?)

Presenca da ferida (com e sem)*
Tempo (10 e 90 dias)*

PGIP e familia PR-5

*realizado somente para a avaliagdo transcricional

5.3 Tratamento com 1-MCP

Para o tratamento com 1-MCP foi utilizado o produto comercial AgroFresh™

(Dow Chemical Company) contendo 0,14% do principio ativo. No tratamento, as
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macas foram acondicionadas em caixas plasticas hermeticamente fechadas (140 L),
onde permaneceram a 18 °C (x 2 °C) por aproximadamente 18 h.

Com o intuito de avaliar se a ordem do tratamento com 1-MCP (1 ppm)
influenciava na incidéncia da doenca, macas foram tratadas 24 h antes da
inoculagdo com o fungo (100 macas) ou agua estéril (100 macas). O mesmo
procedimento foi considerado para macas tratadas com 1-MCP 48 h depois da

inoculacdo com o fungo ou agua estéril.

5.4 Inoculacgéo

Até ser realizada a inoculacdo, os frutos foram mantidos numa camara de
refrigeracdo (0 £ 0,5 °C, umidade relativa, UR, de 90 + 5 %) na Embrapa Uva e
Vinho, Bento Goncalves/RS. No dia da inoculacdo, entre 4 e 6 h antes de ser
realizado esse procedimento, as macas foram retiradas da camara de refrigeracao,
sendo mantidas na antecamara (20 = 3 °C) para que a temperatura interna dos
frutos ndo estivesse muito baixa, de forma a dificultar a coloniza¢ao pelo fungo.

Para inoculacéo, os frutos com e sem 1-MCP foram previamente feridos (um
ferimento por fruto) com um palito rolico de madeira (0,2 cm largura e 1 cm de
profundidade). Na sequéncia, com o auxilio de uma micropipeta (10 pL) foram
inoculados em cada ferimento 10 pL da suspensdo (10° conidios/mL) dissolvida em
agua estéril. As macas permaneceram sobre a bancada em que estavam por 20
min. A seguir, os frutos foram postos em caixas plasticas (55,5 x 36 x 30 cm),
previamente higienizadas, contendo varios papeis-toalha umedecidos com agua
destilada postos na superficie interior de cada caixa. As caixas foram mantidas a 20
°C (x 2 °C) durante aproximadamente 48 h. Na sequéncia, as macas foram
separadas por redes para distinguir os tratamentos e as repeticdes biolégicas. Para
a inoculacao foi utilizado o isolado Cp5 de N. brasiliensis, da colecdo CNPUV/Va-5
(SisGen - A99F2F2). O procedimento de inoculacdo descrito foi desenvolvido pela
Dr2, Rosa Maria Valdebenito Sanhueza, a partir de adaptacbes de outros estudos
(BARTNICKI et al., 2010; BARTNICKI et al., 2011).

O armazenamento foi realizado a 0 + 0,5 °C, UR 90 % 3% e concentragao de
gases de 0,6% de Oz e 1,0% de CO2, sendo o periodo de armazenamento de 90
dias.
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5.5 Anélises

5.5.1 Caracteristicas fisico-quimicas

Apos ter sido realizada a classificacdo e desinfestacdo das macas, 30 frutos
foram escolhidos ao acaso para avaliar os atributos classicos de qualidade FP, SST,
AT e o indice de iodo-amido. Previamente as analises, 30 frutos foram separados
em trés repeticbes biolégicas (10 frutos/repeticdo). Apds a andlise da FP de cada
repeticdo biolégica, foi preparado um suco da polpa da maca (multiprocessador
Premium, Mondial). O SST foi medido diretamente no suco de polpa, enquanto a AT
foi medida a partir do preparo de trés repeticdes analiticas de cada repeticdo
bioldgica, utilizando método titulométrico.

A FP foi determinada com penetrébmetro automatico (modelo GS 15, Fruit
Texture Analyzer) munido de ponteira de 11 mm. Em cada magé foram realizadas
duas leituras na secéo equatorial, em faces diametralmente opostas, ap0s remoc¢ao
da epiderme, sendo os resultados expressos em Newton (N). O SST foi determinado
com um refratdbmetro digital (modelo PR-32a, Atago®) a 20 °C, sendo os resultados
expressos em °Brix. A AT foi determinada através da analise volumétrica de
neutralizacdo com hidréxido de sodio 0,1 mol/L, fenolftaleina (indicador, pH 8,1-8,2),
10 mL do suco da polpa do fruto diluido em 90 mL de agua destilada, sendo os
resultados expressos em % de acido malico (AM). Tanto o SST, quanto a AT foram
realizadas conforme descrito no Instituo Adolfo Lutz (2008).

Para a andlise do indice de iodo-amido, cinco dos 30 frutos foram cortados na
zona equatorial e a metade peduncular foi imersa em solucdo de iodo (12 g de iodo
metalico e 24 g de iodeto de potassio) por 30 s. Quando retirados da imerséao, a
presenca de amido foi avaliada comparando-a com os valores da tabela elaborada
por Werner (1989), na qual o indice 1 representa o teor maximo de amido e o indice
5 auséncia do mesmo (GIRARDI, 2004).
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5.5.2 Isolamento de tecido de mag¢a sadio e infectado com a podridao “olho-de-

boi”

Para confirmar se as macés estavam colonizadas com o fungo caracteristico
da podriddo “olho-de-boi”, apés a magas permanecerem por 90 dias de
armazenamento em refrigeracdo e AC foi realizada a incubacdo de uma mistura
entre tecido inoculado e sadio em placas com agar batata dextrose, entre 7 e 10
dias, a 20 + 2 °C.

5.5.3 Macas inoculadas com agua estéril

O grupo de macas inoculadas com agua estéril ao invés de inoculacdo com
fungo serviu para monitorar 0s seguintes aspectos, i) se a agua estéril utilizada
estava realmente estéril, ii) se a desinfestacdo com hipoclorito de sddio, descrito
anteriormente, foi suficiente para ndo permitir a infeccao de podriddes gerais durante
0 armazenamento.

Apos finalizado o periodo de armazenamento em AC (90 dias), fizeram-se

registros fotogréaficos de todos os tratamentos com agua estéril.

5.5.4 Percentual de frutos podres e diametro da leséo

O percentual de frutos podres foi obtido a partir da contagem total de frutos
gue apresentaram a podriddo, em relacdo a contagem total de frutos inoculados.
Para estimar o didmetro da lesdo (mm) foi utilizado um paquimetro digital (incerteza

0,01). O diametro da lesao foi calculado de acordo com a Férmula 1:

Diametro da lesdo = (medida horizontal + medida vertical) (2)
2

Cabe destacar que foram considerados como frutos podres aqueles que

apresentaram lesdes caracteristicas da doenca, com diametro de podriddo acima de

4 mm.
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5.5.5 Amolecimento de polpa e ratio (SST/AT)

Ap6s 90 dias de armazenamento em camara fria foram avaliados
amolecimento de polpa (diferenca entre a FP da colheita e FP ap6s o
armazenamento) e a razao entre SST e AT. Para medir a FP, SST e AT, apds os 90
dias de armazenamento foram selecionadas, a partir de um sorteio, trés das 10
repeticbes biologicos de cada tratamento. O procedimento envolvendo cada uma
dessas andlises seguiu o que foi descrito no item 5.5.1.

5.5.6 Andlise de acumulo relativo de transcritos

A andlise de acumulo relativo de transcritos englobou as seguintes etapas: i)
extracdo e quantificacdo de RNA (acido ribonucleico); ii) verificacdo da qualidade do
RNA total em gel de agarose 1% (m/v); iii) sintese de cDNA (DNA complementar); e

iv) quantificacdo do acumulo relativo de mRNA dos genes-alvo do estudo.

5.5.6.1 Material biolégico

Apos 10 e 90 dias de armazenamento, 05 macés de cada tratamento foram
removidas do armazenamento refrigerado em AC, sendo separadas a regido
circundante ao local da infeccédo de cada tratamento, e congelados com Nz liquido. A
seguir, o material biolégico de cada tratamento foi armazenado a - 80 °C em ultra

freezer até o momento da extracdo do RNA total.

5.5.6.2 Extracdo de RNA total

Primeiramente, as amostras foram trituradas em um moinho de bolas com
camara fechada (modelo MA350, MARCONI) com uma bola de inox (ISI304). Todo
procedimento foi realizado na presenca de N2 liquido. A extracdo de RNA total foi
realizada com aproximadamente 6 g de amostra macerada, conforme descrito por
Zeng e Yang (2002) com adaptacOes. Foi acrescentada uma etapa de precipitagéo
com acetato de sédio 3 mol/L (pH 5,5) e isopropanol refrigerado (4 °C), seguido de
uma agitacdo vigorosa e repouso a - 80 °C por 25 min. A seguir, a amostra foi
centrifugada a 20.000 x g a 4 °C por 20 min. O precipitado foi diluido em 70 uL de
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agua nuclease free (Invitrogen®). Posteriormente, foi adicionado cloreto de litio 10
mol/L, com posterior repouso overnight para que ocorresse a precipitacdo da pectina
ainda presente. Por fim, foram realizadas trés lavagens (500 pL/lavagem) com etanol
75% viv.

O RNA total extraido foi quantificado através da analise de absorbancia (260)
e a pureza através da razdo 260/280nm e 260/230 em espectrofotbmetro Epoch
(BioTek) com o software Gen5. A integridade do RNA total extraido foi confirmada
através de eletroforese em gel de agarose 1% m/v corado com 1 uL do fluoréforo
GelRed™ (Biotium). A eletroforese foi realizada no sistema PowerPac™ Basic, Bio-
Rad (corrida: 50 min, 80 V) e a visualizagéo do gel no fotodocumentador Gel Doc™
XR+ (Bio-Rad).

5.5.6.3 Sintese de cDNA

Para a sintese do cDNA, as amostras de RNA foram tratadas com DNasel
(Invitrogen™) para eliminagéo de contaminagdo com DNA gendmico. Os cDNAs fita
simples foram obtidos a partir de 1 pg de RNA total, de acordo com 0s seguintes
passos: em um tubo livre de RNases adicionou-se o volume previamente calculado
de RNA total para uma concentracéo de 1 ug, 2,3 yL de DNase | (100 U), 1,5 uL de
10x DNase | Reaction Buffer, completando para um volume total de 10 pL com agua
livre de nuclease. Essa solucgéo foi aquecida no termociclador (MJ RESEARCH-PTC-
100™ Gradient Peltier Thermal Cycler) a 25 °C por 20 min, sendo, posteriormente,
adicionado nela 1 yL de EDTA (25 mmol/L; pH 8,0), para a seguir realizar um novo
aquecimento a 65 °C por 10 min.

Para comprovar a eliminacdo do DNA contaminante, os RNAs tratados com
DNase | foram submetidos a reacdo em RT PCR quantitativo (RT-gPCR) no
equipamento 7500 Fast Real Time PCR Systems (Applied Biosystems) utilizando
primers para gene constitutivo (xxxx). O volume final das reagdes foi 15 pL, sendo
7,5 puL do kit SYBR® Green PCR Master Mix (Applied Biosystems®), 0,6 uL de
primer, isto €, 0,3 pL de cada (F/R), 5,9 uL de agua livre de nuclease e 1 pL de RNA
tratado com DNAse |. As condi¢cdes de reacdo foram: desnaturacao inicial a 95 °C
por 10 min, seguido de 40 ciclos de 95 °C (15 s), 60 °C (1 min) e 72 °C (30 s), com

extensao final por 72 °C por 10 min.
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Os RNAs livres de contaminacdo com DNA foram submetidos a sintese de
cDNA com o kit SuperScript™ 1lI First-Strand Synthesis SuperMix (Invitrogen™),
seguindo as recomendacdes do fabricante. Para tanto, nos RNAs foram adicionados
1 pL oligo(dT)20 50 ymol/L e 1 pL de tampédo de anelamento, sendo, a seguir,
submetidos a aquecimento no termociclador a 65 °C por 5 min, seguido de
resfriamento a 0 °C por 1 min. Na sequéncia, foram adicionados 10 yL do 2x mix
First-Strand Reaction (cloreto de magnésio 10 mmol/L e dNTPs 1 mmol/L) e,
posteriormente, 2 UL do mix (RNAseOUT™ e SuperScript™ lIl).

A verificacdo da qualidade dos cDNAs sintetizados foi realizada por RT-gPCR
no equipamento 7500 Fast Real Time PCR Systems (Applied Biosystems®)
utilizando primers para gene constitutivo (MdUBC, MdPDI e MdH1). O volume final
das reacdes foi 15 pL, sendo 7,5 uL do kit SYBR® Green PCR Master Mix, 0,6 pL de
primer (F/R), 5,9 yuL de agua livre de nuclease e 1 uL de cDNA. As condi¢des de
reacdo foram as mesmas descritas para comprovar a eliminacdo do DNA

contaminante.

5.5.6.4 Quantificacao relativa dos transcritos por RT-gPCR

Nesse estudo foi avaliado o acumulo relativo de transcritos de genes
relacionados a suscetibilidade ao desenvolvimento de podridées em frutos com base
em estudos anteriores (SU et al., 2011; ZHANG et al., 2012; BLANCO-ULATE et al.,
2013; YIN et al., 2016; GONCALVES, 2016; CAMELDI et al., 2016).

O desenho dos primers para analise em RT-gPCR foi realizado através do
programa Primer3Plus (UNTERGASSER et al.,, 2007), respeitando 0s seguintes
parametros: formacdo de um amplicon de tamanho variando entre 50 e 150 pb,
presenca de CG entre 40% e 60% e temperatura de anelamento variando entre 60 e
65°C.

Foram analisados os niveis de expressao dos genes apresentados na tabela
2 em relacdo a 6 tratamentos (1. macés com ferida, com fungo e com 1-MCP; 2.
macas com ferida, com fungo e sem 1-MCP; 3. macas com ferida, com agua estéril e
com 1-MCP; 4. macas com ferida, com agua estéril e sem 1-MCP; 5. macas sem
ferida e com 1-MCP; 6. macas sem ferida e sem 1-MCP), em 10 e 90 dias apos o
armazenamento refrigerado em AC, em dois anos (2017 e 2018) para duas colheitas

(12 e 23) por ano, conforme esquematizado na figura 8.
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[ — ‘6 tratamentos‘ ‘6 tratamentos ‘
i — ‘6 tratamentos‘ ‘6 tratamentos ‘

2017 | -

2018 _— — ‘6 tratamentos‘ ‘6 tratamentos ‘

_ |22 colheita | — ‘6 tratamentos‘ ‘6 tratamentos‘

| |

Apos 10 dias Apos 90 dias
de armazenamento de armazenamento
refrigerado em AC refrigerado em AC

Figura 8 — Esquema do que foi analisado por expressao génica para investigar o efeito do tratamento
com 1-MCP, quanto a suscetibilidade de macds armazenadas sob refrigeracdo e
atmosfera controlada a podridao “olho-de-boi”.

Os dados de expressao do gene “alvo” foram normalizados em relacdo ao
nivel de expressdo dos genes constituitivos, considerando que estes foram os mais
estaveis de acordo com software Normfinder. O programa estima a variacdo de
expressao tanto intragrupo, quanto intergrupo e calcula os valores de estabilidade do
gene candidato (ANDERSEN; JENSEN; GRNTOFT, 2004).

As curvas de eficiéncia de amplificacdo para cada par de primers dos genes
“alvo” e dos genes de referéncia (MdUBC, MdPDI e MdH1) foram obtidas a partir de
uma série de dilui¢cdes (1:1; 1:5; 1:25; 1:125; 1:625) de um mix de um pool de cDNAs
contendo todos os tratamentos de duas colheitas (22 colheita de 2017 e 12 colheita
de 2018). Também foram geradas curvas de dissociacdo para verificar a
especificidade dos primers. Essas curvas padrdo foram representadas através de
um grafico de regressao linear do valor Ct (Threshold Cycle) em comparacéo ao log
das diluicdes de cDNA, apresentando um valor denominado de slope. O slope € a
inclinacdo da curva padréo gerada pelos dados: log da concentracdo das amostras x
Ct. O Ct é o ponto em que a curva de amplificacdo tem fase de crescimento com
angulo igual ou préximo a 45 graus entre as coordenadas x ey, isto €, ciclo da PCR
vs. fluorescéncia dos amplicons, neste ponto a curva € cortada por uma linha
(Threshold). O valor Ct é utilizado tanto para calculos da eficiéncia dos primers
quanto para estimar as diferencas na quantidade de transcritos em diferentes

amostras.



Tabela 2 - Primers utilizados para analise em RT-qPCR

Gene Sequéncia dos primers

ID Forward Reverse
Biossintese de etileno
ACOL1 (ACC oxidase) MDP0000195885 CAATGCACCACTCCATTGTC TCCCATCCGACTGAGCTATC
Degradacao de parede celular
endoPG28 (endopoligalacturonases)* MDP0000326734 TCACGGTAACTGCACCAGAG CTTTGGGACCCACTCACAAT
PGIP | (inibidora de poligalacturonases) MDP0000728753 CCGTCCTAAAACCCGCTCTC  ACCAATCACAACAGTCAGTGTC
Biossintese de compostos fendlicos
PAL (fenilalanina aménia liase) MDP0000388769 TCAGTCCGTCGATTTGAGGC CGCAGAATCTTGAGGGGTGA
PPO (polifenoloxidase) MDP0000699845 GTGGTGAAGAGACCGAAGCA CACGTCCCTGTCAAACTCGA
Proteina relacionado a patogénese (PR-5)
Thaumatin-like protein (familia de proteinas MDP0000218699 CTCCATCTCCATGGTCTGGT  AAAGTTGCTGGTGGAACTGC
com homologia a taumatina, PR-5)* MDP0000246775
Referéncia
UBC (ubiquitina) MDP0000205182 TTGCTGGTGATCTCTGCATC  AGACCCACCTACTCCCGTCT
PDI (disufito isomerase) MDP0000233444 TGCTGTACACAGCCAACGAT CATCTTTAGCGGCGTTATCC
H1 (histona) MDP0000223691 CATATTTGGCAGCAGAGCAA  CTCGTTAGCCAACTGCATCA

O ID corresponde ao genoma Malus x domestica v.1.0.

*No que for apresentado a seguir: MdendoPG28 foi abreviado para MdPG e thaumatin-like protein foi abreviado para Mdthau
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A eficiéncia de cada conjunto de primers para utilizar em reacdes de RT-
gPCR foi determinado através do calculo utilizando a férmula: E = 10¢V/slore) descrita
por Rasmussen (2001). O valor da eficiéncia deve ser préximo a 100% (£ 20%) e
deve ser semelhante entre gene de referéncia e gene alvo. O valor de R? (coeficiente
de determinacdo), ainda € gerado a partir da curva padrdo e indica o quanto 0s
valores Ct sobrepdem os pontos da reta obtida pelos valores log das diluicdes
(Tabela 3). Quanto mais parecidas estiverem as réplicas sobre a reta melhor sera a

eficiéncia do inicializador.

Tabela 3 - Eficiéncia dos genes utilizados a partir da validagéo por RT-gPCR

Gene Slope R2 Eficiéncia
MdACO1 -3,678 0,998 87
MdPG -3,242 0,894 103
MdPPO -3,459 0,965 95
MdPGIP | -3,162 0,959 107
MdPAL -3,236 0,883 104
Mdthau -3,624 0,996 88
MdPDI -3,716 0,918 86
MdH1 -3,326 0,980 100
MdUBC -3,182 0,915 106

As reacfes foram conduzidas no equipamento 7500 Fast Real Time RT-qPCR
Systems (Applied Biosystems®). O volume final das reacdes foi 15 pL, sendo 7,5 pL
do kit SYBR® Green PCR Master Mix, 0,6 pL de primer (F/R), 5,9 uL de agua livre de
nuclease e 1 pL da primeira fita de cDNA (diluicdo 1:25, selecionado com base nos
resultados das analises de validacdo). As amostras foram acondicionadas em strips
(MicroAmp® Fast Reaction Tubes, 0,1 mL) e caps (MicroAmp® Optical 8-Cap Strip)
especificos para 0 modelo e marca do equipamento.

As condic¢des de reagao foram: desnaturacéo inicial a 95 °C (10 min), seguido
de 40 ciclos de 95 °C (15 s), anelamento, que variou conforme o primer de 60 °C a
63 °C, durante 1 min, extenséo a 72 °C (30 s), ocorrendo a leitura da fluorescéncia
neste ultimo passo. Por ultimo, a extenséo final de 72°C por 5 min. Foram utilizadas
trés replicatas analiticas por tratamento e trés controles negativo (sem cDNA) para

comprovar a auséncia de contaminacao nas solugdes utilizadas.
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Como amostras calibradoras foram utilizadas macas sem ferida e sem 1-
MCP, armazenadas por 10 e 90 dias. As macas que permaneceram armazenadas
por 10 dias tiveram seus resultados expressos em relacdo a amostra calibradora que
esteve por 10 dias armazenada, enquanto as macas armazenadas por 90 dias
tiveram seus resultados expressos em relacdo a outra amostra.

A guantificacéo relativa (QR) de cada gene foi feita utilizando o método do Ct
comparativo, como descrito por Livak e Schmittgen (2001). A equagao apresentada
abaixo (formula 2) foi calculada de acordo com a diferenca entre gene alvo e gene
de referéncia (ACt) e, a sequir, a diferenca entre os ACt da amostra alvo e amostra
calibradora (PFAFFL, 2001).

ACt = Ct gene alvo — Ct gene de referéncia
AACt = ACt amostra — ACt amostra calibradora

QR = 2:4801 @)

O perfil dos genes foi apresentado na forma de diagrama de cores (heatmap),
utilizando, para isso, o programa Multiple Experiment Viewer (TIGR MeV) verséo 4.9
(SAEED et al., 2003). Previamente a insercédo dos dados no programa, os valores de
cada QR foram transformados para log 2, a fim de possibilitar uma Unica escala

abrangendo todos os genes no heatmap.

5.6 Analise estatistica

Para avaliar se as variancias eram ou ndo homogéneas e se houve pelo
menos um tratamento diferente dos demais aplicou-se o teste F (a = 0,05). O teste t
de Student (nivel de significancia 0,05) foi utilizado para avaliar se houve diferenca
na incidéncia da doenca entre macds com e sem 1-MCP para uma mesma ordem de
adicao deste tratamento e para ordens de adicdo diferentes (antes ou depois de ter
inoculado com o fungo). O mesmo teste foi também utilizado para avaliar se alguma
variavel independente (safra, colheita e presenca do 1-MCP e fungo) apresentou
efeito significativo sobre a incidéncia da doenca e amolecimento de polpa e SST/AT

(ratio). O teste de Tukey (nivel de significancia 0,05) foi aplicado para mensurar
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qual(is) tratamento(s) possibilitou(ram) menor(es) incidéncia da doenca,
amolecimento de polpa e ratio.

Um planejamento fatorial (23), em que 2 representa os niveis envolvidos por
fator, e 3 representa os fatores (fator 1: safra, fator 2: colheita e fator 3: presenca do
1-MCP) foi elaborado para avaliar qual(is) tratamento(s) possibilitou(ram) menor(es)
incidéncia de podriddo, bem como para analisar os efeitos dos fatores, dois a dois.
Um segundo planejamento fatorial (24) foi elaborado com o intuito de avaliar a
presenca de um quarto fator (fator 4: presencga do fungo) sobre o comportamento do
amolecimento de polpa e ratio (relacéo entre SST e AT).

Uma andlise de correlacdo de Pearson foi aplicada para verificar de que
forma as varidveis independentes (fatores 1, 2, 3 e 4) se correlacionam com as
varidveis dependentes (% de frutos podres, diametro da lesdo, amolecimento de
polpa e ratio), como também se correlacionaram entre si (dependentes versus
dependentes e independentes versus independentes).

Todos os testes estatisticos aplicados foram analisados no programa
STATISTICA verséao 13.

Os valores relacionados a medida do diametro da lesdo da podridao “olho-de-
boi” nas macas foram avaliados pelo teste Q para decidir se algum resultado
suspeito deveria ser mantido ou rejeitado, de acordo com um valor critico para o
nivel de significancia de 0,05 e 10 observacbes (Q critico = 0,464) (PIMENTEL-
GOMES, 1978). Quando o teste Q sugeriu rejeitar algum valor dentro de uma

repeticdo bioldgica repetiu-se a medida.
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6. Resultados e discussao

6.1 Caracteristicas das macas por ocasido da colheita

Antes da colheita fez-se um monitoramento, de sete em sete dias, de
variaveis relacionadas a qualidade do fruto até o0 momento em que apresentassem
os critérios desejados para auxiliar no teste de hipétese do trabalho. A partir do
monitoramento, foram realizadas duas colheitas por safra, intervalados por cerca de
25 dias. Os indicadores e os resultados obtidos apos a colheita de macas
‘MaxiGala’, em 2017 e 2018, para cada colheita, estdo apresentados a seguir
(Tabela 4).

Tabela 4 - Qualidade das macés ‘MaxiGala’ colhidas em 2017 e 2018 em relacdo as variaveis firmeza
de polpa (FP), sélidos solluveis totais (SST), acidez titulavel (AT), relacdo entre SST/AT
(ratio) e indice de iodo-amido (iodo-amido)

Safra 2017
12 colheita 22 colheita
FP (N) 88,8* + 11,7** 72,5+ 8,0
SST (°Brix) 12,6 +0,7 14,5+ 0,9
AT (% de AM) 0,485 + 0,06 0,385 + 0,05
SST/AT (ratio) 26,0 37,6
lodo-amido (1-5)™ 15-25 3,5-4,0
Safra 2018
12 colheita 22 colheita
FP (N) 84,9+8,7 742+11,1
SST (°Brix) 10,3+0,8 15,8 +0,9
AT (% de AM) 0,435 + 0,04 0,482 + 0,07
SST/AT (ratio) 23,7 32,8
lodo-amido (1-5) 1,0-15 40-45

*Média obtida a partir de 3 repeti¢des biolégicas, sendo cada repeticéo bioldgica representada por 10 magas.
**desvio padrao

*** maior valor no teste iodo-amido n&o significa maior quantidade de amido

Como esperado, nas duas safras, as magas colhidas na chamada 12 colheita
apresentaram-se numa fase de maturacdo menos avancada, caracterizada por
maior FP, menor teor de SST e menor indice de iodo-amido. Em contraste, as
macas da 22 colheita, tiveram menor FP, maior SST e maior indice de iodo-amido

(Tabela 4). Esses resultados eram esperados, uma vez que a evolucdo da
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maturacdo é acompanhada da reducdo da FP, acumulo de SST e reducédo do teor
de amido, que é convertido em acgucares mais simples (GIRARDI, 2004; CHITARRA
e CHITARRA, 2005). A Gnica variavel que ndo seguiu a regra geral foi a AT, em
2018. Em macgds, é esperado que haja reducdo da AT com a evolugdo da
maturacdo. Foi o que ocorreu em 2017 (Tabela 4) e em outros trabalhos com esse
fruto (BENDER; LUNARDI, 2001; STANGER et al., 2013; GIRARDI et al., 2015). Em
2018, no entanto, isso ndo ocorreu. A causa exata desse comportamento n&o foi
demonstrada nesse trabalho. Mesmo assim, o conjunto de resultados caracterizados
no estadio de maturacdo sao suficientes para demonstrar que, nas duas safras,
teve-se macas com estadios de maturacdo distintos. Com isso, se pode dar

continuidade aos estudos de inoculagédo com o fungo N. brasiliensis.

6.2 Macas inoculadas com fungo e com agua estéril

A incubacgao permitiu confirmar que a leséo presente nas macas se tratava da
podriddo “olho-de-boi”. Além disso, cabe comentar que no grupo controle do
experimento (macads com e sem 1-MCP inoculadas com agua estéril, sem esporos
de fungo) ndo foi constatado, apds os 90 dias de armazenamento refrigerado sob
AC, o desenvolvimento da podriddao “olho-de-boi” (Figura 9 A-H). Isso permitiu
concluir que a agua utilizada no estudo era estéril, que as macgas que representaram
o grupo controle (400 macéas/ano) ndo vieram do pomar colonizadas com podridao e
gue a desinfestacéo foi eficiente, por assegurar que nenhum outro tipo de fungo se

desenvolvesse durante o armazenamento.
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— 12 colheita
— 22 colheita
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Macgas colhidas em 2017
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Macgas colhidas em 2018

Figura 9 — Macas ‘MaxiGala’ feridas e inoculadas com &gua estéril na auséncia (A, C, E, G) e na
presenca de 1-MCP (B, D, F, H), ap6s 90 dias de armazenamento sob refrigeracdo e
atmosfera controlada.
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6.3 Incidéncia de podriddo em funcao da aplicacdo de 1-MCP, antes e depois

dainoculacao

Para se testar a hiptese de que o momento da aplicacdo do 1-MCP poderia
interferir na incidéncia da podriddo “olho-de-boi”, a primeira acdo foi testar a
aplicacao de 1-MCP, antes da inoculagdo com o fungo (Tabela 5). O teste realizado
em duas safras, em dois pontos de colheita, indicou que as respostas (diametro da
lesdo e percentual de macas podres) foram dependentes das duas variaveis
independentes. Cabe comentar que para realizar essa avaliacdo as variancias dos
resultados dos tratamentos com e sem 1-MCP dentro de uma mesma safra (2017 ou
2018) e ponto de colheita (12 ou 22 colheita) foram, primeiramente, comparadas pelo
teste F (a = 0,05) (Apéndice A). A patrtir disso, foi aplicado o teste t de Student (a =
0,05) para variancias homogéneas ou um teste t para variancias ndo homogéneas
(PIMENTEL-GOMES, 1978).

Em 2017, independente do ponto de colheita, o didametro de leséo e o
percentual de frutos podres foi similar em frutos que receberam 1-MCP antes da
inoculacdo daquelas que ndo receberam a aplicacdo. Ja, em 2018, as respostas
foram distintas. Para frutos colhidos menos maduros (12 colheita), o maior diametro
da leséo foi detectado em frutos sem aplicacdo de 1-MCP antes da inoculacdo. Para
frutos mais maduros (22 colheita), a resposta foi inversa: frutos que receberam a
aplicacdo de 1-MCP apresentaram maior diametro de lesdo. Em relagdo ao
percentual de frutos podres, nenhuma diferenca foi observada para macas colhidas
menos maduras. Nos frutos colhidos mais maduros (22 colheita) foi constatado um

maior % de podriddo em macés com 1-MCP antes da inoculacéo.



59

Tabela 5 — Incidéncia da podridao “olho-de-boi” em magéas ‘MaxiGala’ colhidas em dois momentos (12
e 22 colheita), tratadas ou ndo com 1-MCP (tratamento realizado antes da inocula¢do com
o fungo) e armazenadas em atmosfera controlada (0,5 °C, 90-95% umidade relativa e
0,6% de Oz e 1,0% de CO) durante 90 dias

12 colheita
Safra Tratamento . -
Diametro da lesdo (mm) % de podres
1-MCP 7,17* ns 44,5 ns
2017
Controle 7,27 ns 43,2 ns
1-MCP 577Db 99,9¥ ns
2018 Controle 6,39 a 96,8 ns
Safra Tratamento 2% colheita
Didametro da lesdo (mm) % de podres
2017 1-MCP 7,86 ns 95,8 ns
Controle 8,21 ns 94,1 ns
1-MCP 6,55 a 86,4 a
2018 Controle 432b 71,8 b

*média obtida a partir de 10 repeti¢des biol6gicas, sendo cada repeti¢éo biolégica representada por 10 magas. Teste t (a= 0,05), letras minUsculas diferentes
dentro do mesmo tratamento e safra representam diferencga estatistica; ndo significativo (ns).

¥ variancias ndo homogéneas.

Para o segundo teste, em que a aplicacdo do 1-MCP foi realizada depois da
adicdo do indculo (Tabela 6) foi constatado que essa ordem de tratamento com 1-
MCP também foi dependente da safra e do ponto de colheita. Em 2017,
independente do ponto de colheita, o diametro da leséo foi similar entre magas com
e sem 1-MCP. O percentual de frutos podres, por sua vez, foi somente semelhante
entre macas com e sem 1-MCP colhidas mais maduras (22 colheita), pois para frutos
menos maduros (12 colheita) o percentual de frutos podres de macéas tratadas com
1-MCP depois da adicédo do fungo foi menor do que de macgéas sem aplicacéo de 1-
MCP. Em 2018, o diametro da lesdo foi similar somente em frutos colhidos menos
maduros. Macas tratadas com 1-MCP, da 22 colheita, apresentaram maior diametro
da lesdo, do que aquelas que néo foram tratadas com o inibidor de ET. O percentual
de frutos podres foi semelhante entre macas com e sem 1-MCP, independente do
ponto de colheita.
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Tabela 6 — Incidéncia da podridao “olho-de-boi” em magéas ‘MaxiGala’ colhidas em dois momentos (12
e 22 colheita), tratadas ou ndo com 1-MCP (tratamento realizado depois da inoculacdo
com o fungo) e armazenadas em atmosfera controlada (0,5 °C, 90-95% umidade relativa e
0,6% de Oz e 1,0% de CO) durante 90 dias

12 colheita
Safra Tratamento N -
Didmetro da lesdo (mm) % de podres
2017 1-MCP 7,67* ns 336b
0 Controle 7,27 ns 43,2 a
2018 1-MCP 6,59 ns 99,9¥ ns
Controle 6,39 ns 96,8 ns
Safra Tratamento 2% colheita
Didmetro da lesdo (mm) % de podres
2017 1-MCP 8,47 ns 91,6¥ ns
Controle 8,21 ns 94,1 ns
1-MCP 7,12 a 91,6¥ ns
2018 Controle 432 b 71,8 ns

*média obtida a partir de 10 repeti¢des biolégicas, sendo cada repeti¢éo biolégica representada por 10 magas. Teste t (a= 0,05), letras minUsculas diferentes
dentro do mesmo tratamento e safra representam diferencga estatistica; nédo significativo (ns).

¥ variancias ndo homogéneas

Ao comparar os resultados obtidos nas tabelas 5 e 6, ao que tudo indica, um
menor didmetro de lesdo pode ser obtido em fungcédo da ordem de tratamento com 1-
MCP. Na safra 2018/12 colheita, enquanto macas tratadas com 1-MCP antes da
inoculacdo apresentaram menor didmetro de lesdo do que frutos sem 1-MCP
(Tabela 5), macas tratadas com ele depois da inoculagdo ndo apresentaram
diferenca de diametro de lesdo daquelas nao tratadas com 1-MCP (Tabela 6). Com
relacdo ao percentual de frutos podres, foi o contrério, isto €, parece que a ordem de
tratamento que contribui para um menor % de frutos podres foi a depois da
inoculagcdo com o fungo. Em 2017, macas menos maduras (12 colheita) e tratadas
com 1-MCP apresentaram menor % de frutos podres somente quando tratadas
depois da inoculacdo (Tabela 6). Quando tratadas antes da inoculacédo (Tabela 5),
macéas com e sem 1-MCP, tiveram percentual de frutos podres similares. Embora em
2018/22 colheita, macas tratadas com 1-MCP depois da inoculacdo nao tenham
apresentado diferenca de macas sem 1-MCP para essa variavel dependente (Tabela
6) — macas tratadas com ele antes da inoculagéo tiveram maior % de podridao do
que aquelas néo tratados para a mesma safra (2018) e ponto de colheita (29)
(Tabela 5).

Para verificar se 0 que se sugeriu em relacao a ordem de tratamento com 1-

MCP, de fato, segue o raciocinio apresentado, analisaram-se os valores médios do
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diametro da lesé@o e do percentual de frutos podres de macas tratadas com 1-MCP

antes e depois da inoculagédo com a podridao “olho-de-boi” (Tabela 7).

Tabela 7 — Incidéncia da podridao “olho-de-boi” em magéas ‘MaxiGala’ colhidas em dois momentos (12
e 22 colheita), tratadas com 1-MCP (antes e depois da inoculacdo com o fungo) e
armazenadas em atmosfera controlada (0,5 °C, 90-95% umidade relativa e 0,6% de Oz e
1,0% de COz2) durante 90 dias

Ordem do tratamento com 12 colheita
Safra ~ — -
1-MCP em relacao ao fungo Diametro da leso (mm) % de podres
1-MCP + inoculacéo 7,17* ns 445 a
2017 < y y
Inoculacdo + 1-MCP 7,67%ns 33,6¥b
2018 1-MCP + inoculagéo 577b 99,9 ns
Inoculacdo + 1-MCP 6,59 a 99,9¥ ns
Safra 22 colheita
Diametro da lesao (mm) % de podres
2017 1-MCP + inoculacéo 7,86 b 95,8 a
Inoculagdo + 1-MCP 8,47% a 91,6¥b
2018 1-MCP + inoculacéo 6,55 ns 86,4 ns
Inoculagdo + 1-MCP 7,12 ns 91,6% ns

*média obtida a partir de 10 repeticdes bioldgicas, sendo cada repeticdo biologica representada por 10 magas. Teste t (0,05), letras mindsculas diferentes
para uma mesma safra e ponto de colheita representam diferenca estatistica; néo significativo (ns).

¥ variancias ndo homogéneas.

De fato, ter aplicado o 1-MCP antes ou depois do fungo contribuiu de forma
diferente sobre a suscetibilidade ao desenvolvimento da podriddo “olho-de-boi” em
macads. Em metade das observac¢des, quando aplicado antes da inoculagcdo com o
fungo, o 1-MCP colaborou para menores diametro de lesdo, quando comparada a
aplicacdo depois da inoculacdo com o fungo. Sobre o percentual de frutos podres,
por sua vez, a ordem do 1-MCP que contribuiu para um menor % de podriddo, em
50% das observacoes, foi a depois da inoculacdo e ndo antes (Tabela 7). Ao fazer
um paralelo com macds sem 1-MCP, observou-se que o tratamento com 1-MCP
antes da adicao do inéculo contribuiu para um menor diametro de lesdo em apenas
uma observacao (Tabela 5), o que representou 12,5% observacfes para essa
variavel dependente. Os mesmos 12,5% foram constatados ao comparar macas
com 1-MCP depois da adi¢do do in6culo e magds sem tratamento com o inibidor de
ET (Tabela 6).

Os testes realizados nesse estudo em relacdo a ordem de tratamento com 1-
MCP sugerem que essa questao parece ser um dos pontos que poderia explicar as
divergéncias em relacdo ao comportamento da incidéncia da podriddo P. expansum
em macas avaliadas por outros autores (SAFTNER; ABBOTT; CONWAY, 2003;
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JANISIEWICZ et al., 2003). Contudo, por se tratar de testes realizados apenas com
duas safras, deve-se considerar os resultados obtidos nesses testes como dados
preliminares, e ndo como um comportamento geral.

Diante do que foi apresentado, mesmo que tenham ocorrido discordancias
entre as ordens de tratamento com 1-MCP, considerou-se investigar a aplicacdo do
1-MCP depois da inoculacdo com o fungo (Tabela 6). Entende-se que essa forma é
a que melhor representa uma situacao real, visto que, cronologicamente, o fungo
coloniza a ma¢a no campo, sendo, posteriormente, tratado com 1-MCP, quando ja
dentro da camara de armazenamento. Logo, as abordagens feitas, a seguir, foram

realizadas somente com essa ordem de tratamento.

6.4 Analise de variancia dos tratamentos e comparacdo multipla de médias

A seqguir é apresentado o planejamento experimental (2%) com oito tratamentos
e suas combinacdes em termos de variaveis independentes (safra, ponto de colheita
e presenca do 1-MCP) e as respectivas respostas relacionadas a incidéncia da
doenca (diametro da lesdo e percentual de frutos podres) (Tabela 8). Vale esclarecer
que, diferentemente do item anterior (6.3), em que o teste t comparou as médias
duas as duas, aqui foi feito uma andlise estatistica da variancia (ANOVA) entre os

tratamentos, considerando multiplas médias.

Tabela 8 — Matriz do planejamento experimental com os valores codificados e variaveis
independentes (safra, ponto de colheita e presenca do 1-MCP) e variaveis dependentes
(% de frutos podres e didmetro da les&o)

Tratamentos  Valores codificadas  Variaveis independentes Variaveis dependentes
X1 X2 X3 X1 X2 X3 Ya Yo

1 1 1 1 2018 22 com 91,6 a 7,12 b,c
2 1 1 -1 2018 22 sem 718b 4,32d
3 -1 1 1 2017 22 com 91,6 a 8,47 a
4 -1 1 -1 2017 22 sem 94,1a 8,21la
5 1 -1 1 2018 12 com 99,9 a 6,59 c
6 1 -1 -1 2018 12 sem 96,8 a 6,39 c
7 -1 -1 1 2017 12 com 33,6¢C 7,67 a,b
8 -1 -1 -1 2017 12 sem 43,2 c 7,27 b,c

X: variavel independente e Y: variavel dependente, X1: safra (2017 e 2018), X2: ponto de colheita (12 e 22), X3: presenga do 1-MCP (com ou sem).
Ya: percentual de frutos podres (%), Yb: diametro da lesdo (mm).
Namero de repeti¢bes biol6gicas: 10.

Teste Tukey (a= 0,05), letras mintsculas diferentes na mesma coluna representam diferenga estatistica.
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Ao realizar uma decomposicdo de variancias (Tabela 9), para verificar se
houve ou nao diferencas entre os tratamentos, viu-se que os dois valores de F
calculado foram maiores do que os valores de F critico, o que significa que a
hipotese nula (Ho = p1 = p2) foi rejeitada nos dois casos (ao nivel de significancia de
0,05). Isso significa que, a média de, pelo menos, um dos tratamentos diferiu dos

demais.

Tabela 9 — ANOVA dos tratamentos (safra, ponto de colheita e presenca do 1-MCP) sobre as

varidveis dependentes percentual de frutos podres (Ya) e didmetro da lesdo (Ybn)

SQ GL F calculado
Ya Yo Ya Yo Ya Yo
Tratamentos 46827,7 118,821 7 7 127,227 41,358
Erro 3785,8 29,551 72 72
Total 50613,5 148,372 1 1

SQ = soma dos quadrados, GL = graus de liberdade.
F critico (7,72) = 2,126.

Com pelo teste ANOVA Ho foi rejeitada, analisou-se, a seguir, 0s oito
tratamentos (Tabela 8) por teste de Tukey (a = 0,05) para verificar quais deles se
diferenciaram em relacdo a incidéncia da doenca e, ainda, constatar qual(is)
proporcionou(aram) um menor percentual de macas podres e um menor diametro de
lesdo. Observou-se que 0s menores percentuais de frutos podres foram obtidos para
os tratamentos 7 e 8, isto é, em 2017 para macds menos maduras (12 colheita)
foram obtidos os menores % de podriddao (33,6% e 43,2%), independente da
presenca do 1-MCP (Tabela 8). O menor diametro da leséo (4,32 mm), por sua vez,
foi constatado em 2018, para macds mais maduras (22 colheita) e sem 1-MCP
(tratamento 2) (Tabela 8).

Se comparada a andlise estatistica dos tratamentos pelo teste de Tukey
(Tabela 8) e pelo teste t (Tabela 6) observa-se que, de uma forma geral, os testes
concordaram entre si. Todavia, em relacdo a uma das observacgdes, isto €, para 0 %
de frutos, em 2017, para macgéas menos maduras (com 1-MCP: 33,6% e sem 1-MCP:
43,2%) os testes de Tukey e t divergiram. Nesse caso, acredita-se que ocorreu um
erro tipo | no teste t, isto &, rejeitou-se a hipotese nula (Ho = p1 = p2), sendo ela
verdadeira, sendo esse erro corrigido pelo teste de Tukey (PIMENTEL-GOMES,
1978).
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Sob uma andlise geral, os testes apresentados até aqui ndo possibilitaram
concluir nada em relacao a hipétese. Por isso, para esclarecer as evidéncias desse
estudo, a seguir, foi realizado um estudo que discutiu o papel (efeito) individual e
interativo das variaveis independentes investigadas (safra, ponto de colheita e

presenca do 1-MCP).

6.5 Estudo dos efeitos safra, colheita, presenca do 1-MCP e presenca do fungo

A discussao anteriormente abordada (item 6.4) serviu, principalmente, para
verificar que os tratamentos 7 e 8 tiveram 0os menores percentuais de frutos podres
(< 44%) e que o tratamento 2 foi 0 que apresentou 0 menor diametro de lesdo (< 5
mm). No obstante, em um experimento fatorial o efeito dos diversos fatores
(variaveis independentes) sobre uma variavel resposta deve ser analisado
separadamente, conforme sera discutido a seguir. Para tanto, foi necessario
codificar as variaveis independentes, em valores codificados (-1 ou 1), conforme foi
apresentado na tabela 8.

Para o % de podridao, o efeito do 1-MCP (variavel independente) pode ser
calculado pela diferenca entre a resposta média (ya) no nivel superior (+) e a
resposta média no nivel inferior (-). Isso significa que o efeito do 1-MCP foi igual a ya
# — Ya (), onde ya (+) € Ya () foram obtidos, respectivamente, a partir da média do % de
podriddo de macas com 1-MCP e sem 1-MCP da tabela 8 (com 1-MCP = 79,2% e
sem 1-MCP = 76,5%). Portanto, o valor do efeito do 1-MCP foi de 2,7%, ou seja, a
aplicacao do 1-MCP apos a inoculagédo do fungo aumentou em 2,7% o percentual de
podriddo em relacdo aos frutos sem 1-MCP (Figura 10 A). Os demais efeitos
individuais e interativos foram calculados a partir das mesmas defini¢cdes, estando os

resultados resumidos a seguir (Figura 10 A,B).
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Figura 10 — Grafico de pareto com os valores do efeito individual e interativo (safra, ponto de colheita
e presenca do 1-MCP) sobre o percentual de frutos podres (A) e diametro da lesdo (B).
Linha pontilhada (--) representa o valor critico (p = 0,05).

Para verificar se os efeitos apresentados (Figura 10 A,B) foram

estatisticamente S|gn|f|cat|vos calculou-se um valor critico para cada efeito a partir do

teste t (t =

/~/) (PIMENTEL-GOMES, 1978). No caso do % de frutos

ddddddddddd
podres, o efeito isolado do 1-MCP foi avaliado em relacdo ao valor critico (0 +

1,621428 x 1,997) = 3,24, em que zero representa a igualdade de x1 e x2 (x1=x2=0),

1,621428 representa desv”z/% aaaaa e 1,997 representa o t critico para 72 GL ao nivel

de 5% de significancia. Diante disso, constatou-se que o efeito individual do 1-MCP
depois da inoculacdo do fungo néo foi significativo (valor absoluto do efeito, 2,70% <
3,24%, valor critico), isto é, a presenca do 1-MCP n&o contribuiu nem para um
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maior, nem para um menor valor de % de frutos podres. Todavia, quando interagido
com safra (1-MCP x safra) e ponto de colheita (1-MCP x ponto de colheita) sua
presenca foi significativa (valores absolutos > 3,24%, valor critico) (Figura 10 A), o
qgue significa que o 1-MCP tem efeito sobre o percentual de frutos podres, sendo
esse dependente da safra e ponto de colheita.

Safra e ponto de colheita, na forma individual, apresentaram um efeito
significativo sobre o percentual de frutos podres (valores absolutos > 3,24%, valor
critico) (FiguralO A). Isso significou que safra 2018 (ya (+)) teve 24,4% de podriddo a
mais do que a safra 2017 (ya()) e que a 22 colheita (ya (+)) teve 18,9% de podridédo a
mais em relagdo a 12 colheita (ya (7). Na forma interativa, safra e ponto de colheita
também tiveram um efeito significativo, sendo esse o efeito mais relevante dentre
todos (Figura 10 A). No gréafico 3D, fixando o 1-MCP em +1, é ilustrado, a seguir, a
interacdo safra x ponto de colheita (Figura 11). Observa-se que 0Ss menores
percentuais de frutos podres ocorreram na safra 2017 colhidos menos maduros (12

colheita).

2018

B >80
2017 []60
I 40

Figura 11 — Gréfico 3D que relaciona o perfil de percentual de frutos podres, safra e ponto de colheita.
Regido verde representa menor percentual de frutos podres e regido vermelha representa
maior percentual de frutos podres.

Para o diametro da lesao, o efeito individual do 1-MCP foi avaliado a partir do
valor critico 0,290 mm. Nesse caso, o0 efeito do 1-MCP foi o segundo mais

pronunciado (valor absoluto do efeito, 0,915 mm > valor critico). Para essa situacao,
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macas com 1-MCP apresentaram um diametro de lesdo 0,9 mm maior do que macas
sem 1-MCP. O efeito individual da presenca do 1-MCP esteve atras, apenas, do
efeito individual safra, em que macéas da safra 2017 tiveram um diametro de lesao
1,7 mm maior do que macéas da safra 2018. Para essa variavel resposta, o Unico
fator que néo teve influéncia foi o ponto de colheita (Figura 10 B). No grafico 3D,
fixando o 1-MCP em +1, é possivel verificar que os menores diametros de leséo

foram na safra 2018 em frutos colhidos menos maduros (12 colheita) (Figura 12).

Diametro dalesdao (mm)

1‘°°|heita .. 72017

Figura 12 — Grafico 3D que relaciona o perfil de diametro da lesédo, safra e ponto de colheita. Regido
verde representa menor didmetro da lesdo e regido vermelha representa maior diametro
de leséo.

Para o amolecimento de polpa (Figura 13 A) o efeito individual do 1-MCP néao
foi significativo (valor absoluto do efeito, 0,733 N < valor critico, 2,03). Por sua vez,
guando interagiu com a safra o efeito do 1-MCP foi significativo (valor absoluto do
efeito, 2,10 N > 2,03). Assim como a presenca individual do 1-MCP néo teve efeito
sobre o amolecimento de polpa, a presenca individual do fungo ndo apresentou

efeito significativo (valor absoluto do efeito, 0,375 N < 2,03).
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Figura 13 — Grafico de pareto com os valores do efeito individual e interativo (safra, ponto de colheita,
presenca do 1-MCP e presenca do fungo) sobre o amolecimento de polpa (A) e sobre a
relacdo entre sdlidos sollveis totais e acidez titulavel, ratio (B). Linha pontilhada (--)
representa o valor critico (p = 0,05).

Contudo, dentre todos os efeitos, o efeito mais proeminente sobre o
amolecimento de polpa foi o efeito individual da safra (valor absoluto do efeito, 12,1
mm > 2,03) (Figura 13 A); isto &, a safra 2017 apresentou um valor médio de
amolecimento de polpa (cerca de 20 N) maior do que a safra 2018 (cerca de 8 N)
(Figura 14).

Para a relacdo entre SST e AT (ratio) verificou-se que 0s uUnicos efeitos
significativos foram da safra (valor absoluto do efeito, 3,85 > 2,03) e da colheita
(valor absoluto do efeito, 3,69 > 2,03) (Figura 13 B), sendo a safra 2018 3,85 mais
doce e menos acida do que a safra 2017, e a segunda colheita 3,69 mais doce e
menos 4cida do que a primeira colheita (Apéndice B).
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Figura 14 — Valor médio do amolecimento de polpa das macas ‘MaxiGala’ nas safras 2017 e 2018.

A partir do estudo dos efeitos sobre a incidéncia da doenca e sobre a
qualidade do fruto, ndo é possivel afirmar que o 1-MCP é responsavel por uma
maior ou menor incidéncia de podriddo ou maior ou menor qualidade do fruto. O 1-
MCP teve efeito, majoritariamente, quando interagido com safra e/ou ponto de
colheita, o que significa que safra e ponto de colheita interferem nas respostas a
aplicacao do 1-MCP.

Considerando que sobre todas as variaveis dependentes (% de frutos podres,
diametro da lesdo, amolecimento de polpa e ratio) os efeitos da safra e ponto de
colheita estiveram sempre entre 0S mais proeminentes, entende-se que,
provavelmente, alguns dos fatores edafocliméaticos, como clima, temperatura,
luminosidade, chuva, precipitacdo de chuva e granizo e outros possam ter tido
influéncia sobre o comportamento dessas variaveis. Na literatura, € descrito que na
fase de desenvolvimento vegetativo-reprodutivo, estiagens prolongadas,
precipitacdes de granizo, pluviosidade em excesso sao prejudiciais, visto que, além
de diminuirem a quantidade do que se produz, podem causar lesdes na epiderme,
reduzir o tamanho ou aumentar a incidéncia de podriddes nos frutos (HOFMANN;
NACHTIGALL, 2004; FIORAVANCO; CZERMAINSKI; ALVES, 2012). No caso da
podridao “olho-de-boi”, pluviosidade aparece entre um dos principais pontos que
contribuem para a dispersdo e disseminacdo dos esporos no pomar, visto que
chuvas frequentes interferem na protecdo quimica do fruto (SANHUEZA et al.,
2006).
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6.6 Correlacéo das variaveis independentes e dependentes

Também, fez-se uma analise de correlagdo linear que fornece, através do
coeficiente de correlacdo linear de Pearson (r), um valor que representa a
intensidade e forma de correlacdo (positiva ou negativa) entre duas variaveis
(Tabela 10).

O fator safra teve correlagéo linear ao nivel de significancia de 0,05 com as
quatro variaveis dependentes % de frutos podres, diametro da lesdo, amolecimento
de polpa e ratio (Tabela 10). Houve correlacdo negativa com diametro da leséo (-
0,73) e amolecimento de polpa (-0,70). Isso significa que que os frutos da safra 2017
tiveram um diametro de lesdo e um amolecimento de polpa maior do que os da safra
2018. Além de ter tido correlacdo linear com a safra, o amolecimento de polpa teve
correlacdo linear negativa (-0,41) com o ponto de colheita e com o % de frutos
podres (-0,92). Nesse ultimo caso, isso quer dizer que as magcas com menor
percentual de frutos podres foram as que tiveram maior amolecimento de polpa. Um
bom exemplo dessa situacdo foi 0 que aconteceu para o % de frutos podres de
macds com 1-MCP (33,4%) e sem 1-MCP (43,2%), na safra 2017 e 12 colheita
(Figura 11), em gue se constatou os maiores amolecimentos de polpa (entre 26 e 29
N) (Apéndice C). Embora nédo se fez estudos adicionais para buscar um porqué para
isso, 0 que se sabe € que, dependendo da literatura, esses resultados contradizem
ou nao o que foi verificado por outros autores. Por exemplo, quando comparado aos
trabalhos de Cantu et al. (2008) e Alkan e Fortes (2015), em que é descrito que o
amolecimento de polpa favorece a ocorréncia de podriddes, os resultados obtidos no
estudo contradizem. Por sua vez, quando comparado com o trabalho de Akagi e
Stoz (2007) néo, pois, nesse caso, 0s autores evidenciaram que ndo ha relacdo

entre firmeza de polpa e podridao.
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Tabela 10 — Correlacdo de Pearson dentre e entre as variaveis independentes (safra, ponto de colheita, presenca do 1-MCP e presenca do
fungo) e variaveis dependentes (percentual de frutos podres, diametro da lesdo, amolecimento de polpa e relacéo entre sélidos
soliveis totais (SST)/acidez titulavel (AT), ratio

Variaveis independentes Variaveis dependentes
1 2 3 4 5 6 7 8

Variaveis independentes Safra (1) 1,0

Ponto de colheita (2) 0,0 1,0

1-MCP (3) -0,0 -0,0 1,0

Fungo (4) -0,21 0,21 021 1,0
Variaveis dependentes Percentual de frutos podres (5) 0,50* 0,39 0,06 xk 1,0

Diametro da lesao (6) -0,73* -0,02 0,37 - 0,01 1,0

Amolecimento de polpa (7) -0,70* -0,41* -0,08 0,24 -0,92* 0,26 1,0

Ratio (8) 0,43* 0,37 -0,06 0,37 0,19 0,16 0,17 1,0

* a correlagéo significativa no nivel de significancia de 0,05.

** g variavel independente presenca do fungo (com e sem) néao foi correlacionada linearmente com as variaveis dependentes % de frutos podres e diametro de leséo por néo ter sido uma variavel investigada em relacéo a
essas variaveis respostas.
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6.7 Estudo do perfil de acumulo relativo de transcritos

O perfil de acumulo relativo de transcritos apresentados a seguir foi realizado
conforme esquematizado na figura 8, do item 5.5.6.4 (materiais e métodos).
Primeiramente, buscou-se analisar 0os seguintes aspectos i) em que momento 0S
genes alvo tiveram maior e menor acumulo de transcritos, isto €, no inicio (10 dias)
ou no fim do armazenamento (90 dias); e, ii) se entre as variaveis independentes
(safra, ponto de colheita, bem como a presenca do 1-MCP, fungo e ferida) houveram
contrastes em relacdo ao acumulo de transcritos.

Vale ressaltar que macas sem 1-MCP (controle) e sem ferimento e sem
inoculagéo, apés 10 e 90 dias de armazenamento, foram utilizadas como amostras
calibradoras no experimento, sendo, portanto, o perfil de acimulo dos transcritos de

cada tratamento obtido em relacéo a essas amostras (Figura 15 A,B,C,D).
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Figura 15 — Perfil de acimulo dos transcritos envolvidos em resposta as safras (2017 e 2018), ponto de colheita (12 e 23), presenca do 1-MCP, do fungo e
ferida para macas refrigeradas sob atmosfera controlada por 10 dias (A e B) e por 90 dias (C e D), representados por escala que varia de — 2 a 2.

A extremidade da escala representada pela cor verde clara indica menor acimulo de transcritos do gene e a extremidade representada pela cor
vermelha clara indica maior acimulo de transcritos do gene.
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Sob um panorama geral, o perfil de acumulo relativo de transcritos foi maior
no inicio do armazenamento (Figura 15 A,B). Além disso, verificou-se que houve
contrastes entre tratamentos com e sem 1-MCP, com e sem fungo, com e sem ferida
entre as colheitas e, ainda, entre as safras (Figura 15 A,B,C,D). De uma forma geral,
o tratamento com 1-MCP inibiu a transcricdo/acumulo de transcritos dos genes em
algumas situagbes, como, por exemplo, se comparado os tratamentos com e sem 1-
MCP, da safra 2017 (Figura 15 C) e com e sem 1-MCP, da safra 2018 (Figura 15 D).

Com excecao de alguns casos verificados para a safra 2017/12 colheita, na
presenca do 1-MCP houve um menor acumulo de transcritos dos genes MdACO1,
MdPG e MdPGIP I. Além disso, diferencas entre o perfil de acimulo relativo desses
transcritos parecem ter ocorrido em funcéo da safra e do ponto de colheita, e ndo da
presenca do fungo (Figuras 15 A,B,C,D).

Apos 10 dias de armazenamento, o acumulo relativo dos transcritos MdPPO e
MdPAL foi maior na safra 2018, do que na safra 2017 (Figura 15 A,B), enquanto no
final do armazenamento (apds 90 dias) foi ao contrario, isto €, a safra 2017 foi a que
apresentou maior acumulo (Figura 15 C,D).

Dentre todos os transcritos, Mdthau apresentou um perfil de acimulo relativo
de transcritos consideravelmente diferente em 10 e 90 dias de armazenamento
(Figura 15 A,B,C,D), isto €, enquanto no inicio do armazenamento houve um maior
acumulo de transcritos (Figura 15 A,B), no fim, houve um menor acumulo de
transcritos (Figura 15 C,D).

A investigacao da ferida foi realizada para constatar se um determinado perfil
de transcritos foi desencadeado pelo ferimento manual feito no fruto, anteriormente a
inoculacao. Essa ideia surgiu em funcdo do que foi abordado por Su e colaboradores
(2011) que, dentre suas conclusdes, discutiram que as reacdes de defesa no
hospedeiro parecem ter sido uma resposta ao ferimento manual feito nas macas. A
partir do que foi investigado verificou-se um maior acumulo de transcritos em macas
sem ferida, apos 10 dias de armazenamento para a safra 2018 (Figura 15 B), e para
macas sem ferida apés 90 dias de armazenamento, para a safra 2017/12 colheita
(Figura 15 C). Para esses casos, isso pode ser um indicativo de que o perfil de
acumulo de transcritos obtidos tenha sido desencadeado por causa da ferida ou
presenca do 1-MCP.

Uma discussdo mais detalhada da relacdo entre o perfil de acumulo dos

transcritos e variaveis independentes (safra, colheita, presenca do 1-MCP e fungo)
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sobre as variaveis dependentes (amolecimento de polpa, % de frutos podres e

diametro da leséo), estdo nos topicos a seguir.

6.8 MAACOL1, MdPG e MdPGIP | e sua relacdo com as variaveis independentes

sobre o amolecimento de polpa

Estudos citam que frutos mais amolecidos, por estarem mais maduros, Sao
mais suscetiveis ao desenvolvimento de patdogenos (CANTU et al., 2008; ALKAN e
FORTES, 2015). Esse raciocinio parte da ideia de que a barreira a invasao,
representada pela parede celular, estd mais fragil quando o fruto estd mais maduro.
Nesse sentido, para um fruto estar mais amadurecido e, consequentemente, menos
firme, deve ter havido maior atividade de enzimas degradantes de parede celular.
Independente da firmeza de polpa do fruto, os fungos também secretam enzimas
capazes de solubilizar a parede celular do fruto. Quando isso acontece, uma das
formas de barrar esse processo € através da sintese de proteinas PGIPs, as quais
séo capazes de diminuir/impedir a atividade de enzimas PG secretadas pelo fungo
(GREGORI et al., 2008; FERRARI et al., 2012; HOU et al., 2014). Ressalta-se que
PGIPs sao capazes de inibir apenas a acdo de enzimas PG sintetizadas por fungos,
e ndo aquelas dos frutos (CANTU et al., 2008).

A priori frutos tratados com 1-MCP, que tém a acdo do ET inibida, preservam
melhor a firmeza de polpa, e, com isso, acabam sendo menos suscetiveis a
colonizacdo por fungos. Contudo, vale ressaltar que essa ideia ndo pode ser
encarada como via de regra, uma vez que um estudo com peras tratadas com 1-
MCP evidenciou que o que mais contribuiu para a suscetibilidade a B. cinerea foi
enzimas PG secretadas por esse fungo, e ndo uma maior ou menor firmeza de polpa
do fruto (AKAGI e STOZ, 2007).

Considerando que o fitohorménio ET € sintetizado a partir de uma reacdo que
envolve a enzima ACO (TAIZ e ZEIGER, 2017), quando o transcrito MdACO
apresentar um maior acumulo € esperado que o nivel de transcritos MdPG e
MdPGIP | também apresente incremento. Esse raciocinio parte da ideia de que o
fitohormdnio ET é responsavel por participar, tanto da sintese de enzimas
degradantes de parede celular, quanto de rea¢cGes envolvidas na protecao do fruto
contra fitopatdgenos, como a partir da sintese de PGIPs (ALKAN e FORTES, 2015;
TAIZ e ZEIGER, 2017).
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Ao fazer uma comparacao entre o perfil de acimulo de transcritos dos genes
MdACO1, MdPG e MdPGIP com o perfil de amolecimento de polpa, ficou
evidenciado que os tratamentos com os maiores amolecimentos de polpa (entre 25 e
29 N) (regido de cor vermelha clara do diagrama de cores, Figura 16) tiveram um
maior acumulo de transcritos desses genes, enquanto que 0s tratamentos com 0s
menores amolecimentos de polpa (entre 4 e 7 N) (regido de cor verde clara, Figura
16) apresentaram um menor acumulo de transcritos.

Especificamente sobre a presenca e a auséncia do 1-MCP, ao que parece,
esse inibidor de acdo de ET preveniu o amolecimento de polpa e a expressao dos
genes, exceto em 2017/12 colheita (Figura 16). Além disso, com o aumento do
periodo de armazenamento, 0s genes deixaram de serem transcritos, uma vez que
de 10 para 90 dias, de uma forma geral, esses passaram a apresentaram um menor
acumulo de transcritos (regido verde do diagrama de cores, Figura 16).

Além da presenca do 1-MCP, as variaveis intrinsecas safra e ponto de
colheita colaboraram sobre o perfil de acimulo de transcritos dos genes e sobre o
amolecimento de polpa, visto que os maiores acumulo de transcritos dos genes
MdACO1, MdPG e MdPGIP e maiores amolecimentos de polpa foram constatados,
exclusivamente, para os tratamentos da safra 2017 e 12 colheita (Figura 16). Isso
corrobora o que foi discutido no item 6.5, onde se evidenciou que o0 que mais teve
efeito sobre o amolecimento de polpa foram as variaives safra e ponto de colheita.

Quando comparada a presenca do 1-MCP e ao efeito da interacdo safra e
ponto de colheita, ao que parece, a presenca do fungo ndo apresentou um papel
proeminente sobre o perfil de comportamento do acumulo de transcritos dos genes,
bem como sobre o amolecimento de polpa. De uma maneira geral, ao comparar 0s
tratamentos na presenca e na auséncia do fungo (Figura 16), dentro de cada
variavel dependente (acumulo de transcritos e amolecimento de polpa) o perfil de
resposta foi similar. Destaque para o perfil de acumulo de transcritos do gene
MdPGIP |, em que se observou um maior acumulo de transcritos também sobre a
auséncia do fungo. Como anteriormente mencionado, esse transcrito costuma
apresentar um maior acumulo somente quando na presenca do fungo e ndo sobre
outra situacdo. Dessa maneira, cogita-se as seguintes hipoteses i) de que o fungo N.
brasiliensis, responsavel pela podriddo “olho-de-boi”, estava presente, no modo

quiescente, nos frutos tratados com agua estéril e ii) que esse fungo ou algum outro
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estavam presentes na planta que cultivou esses frutos, ou, ainda, em plantas
vizinhas a ela. Para este Ultimo caso, vale destacar que plantas se comunicam entre
si e, portanto, nada impede que tenham ocorrido sinalizagbes entre essas e, por

consequéncia, entre essas e o fruto.
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Figura 16 - Perfil de acumulo dos transcritos e de amolecimento de polpa, envolvidos em resposta a
safra (2017 e 2018), ponto de colheita (12 e 22), presenca do 1-MCP, presenc¢a do fungo
em macas refrigeradas sob atmosfera controlada por 10 ou 90 dias, representados por
escalas que variaram de — 2 a 2 (acumulo de transcritos) e de 4 a 30 (amolecimento de
polpa). A extremidade da escala representada pela cor verde clara indica menor acumulo
de transcritos do gene ou menor amolecimento de polpa, e a extremidade representada
pela cor vermelha clara indica o oposto.

6.9 MdPPO, MdPAL e Mdthau e sua relacdo com as variaveis independentes
sobre aincidéncia da doenca

Uma maior ou menor incidéncia de podriddo num fruto € vinculado a atividade
de enzimas responsaveis por dificultar a colonizacdo de patdgenos no hospedeiro.
Para exemplificar isso, 0 aumento da atividade das enzimas PAL (JIANG; JOYCE;
TERRY, 2001; LIU et al., 2005; ZHANG et al., 2012), PPO (LIU et al., 2005; ZHANG
et al., 2012), assim como maior acimulo de mMRNA de PAL (MARCOS; GONZALEZ-
CANDELAS; ZACARIAS, 2005) sdo evidenciados como importantes para

proporcionar uma menor incidéncia de podridées em frutos.
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Em suma, a enzima PAL catalisa a formacdo de diversos CF com
caracteristicas antimicrobianas (quinona, fitoalexinas e lignina), enquanto a enzima
PPO acelera a reagdo entre uma dessas substancias toxicas (quinona) a uma fracao
proteica do fungo com o intuito de intoxica-lo (TAIZ e ZEIGER, 2017). Além dessas
enzimas, algumas familias de proteinas relacionadas a patogénese (PR-proteinas)
sao vinculadas com a inducao de respostas relacionadas a patogénese. Dentre as
principais PR-proteinas associadas a defesa diante de um estresse biotico a PR-5
tem demonstrado atividade antifangica in vitro em milho (ROBERTS e
SELITRENNIKO, 1990), folhas de tabaco (KOIWA et al., 1997) e limdo (KIM et al.,
2009). A familia PR-5 €& representada por uma familia de proteinas que
compartilham homologia com a taumatina e, portanto, chamada de proteinas
semelhantes a taumatina (thaumatin-like) (SUDISHA et al., 2012).

Um maior acumulo de transcritos dos genes MdPAL, MdPPO e Mdthau é
esperado na presenca do fungo, considerando que o produto dos trés genes atua
no combate a invasao de fitopatdgenos. Contudo, € importante ressaltar que as
enzimas PAL e PPO, bem como a proteina PR-5, sdo dependentes da acdo do ET
(GUEST e BROWN, 1997; PORAT et al.,, 1999; JIANG et al.,, 2001; MARCOS;
GONZALEZ-CANDELAS; ZACARIAS, 2005; BLANCO-ULATE et al., 2013), que, por
sua vez, € inibido por 1-MCP (WATKINS, 2006). Na pratica, pelos resultados obtidos
nesse projeto se observou que a presenca do 1-MCP néo parece ter influenciado
MdPAL e MdPPO, e sim a presenca do fungo, pois macds com e sem 1-MCP
apresentaram um perfil de acimulo de transcritos similares, diferentemente do que
foi obtido para macéds com fungo e agua estéril. Quando um desses genes teve um
maior ou menor acumulo de transcritos, geralmente, o outro gene também
apresentou 0 mesmo comportamento para 0 mesmo tratamento e periodo de
armazenamento (Figura 17). Isso sugere que ha relacdo entre as enzimas PAL e
PPO, de modo que, possivelmente, a partir da sintese de CF por PAL, a enzima
PPO foi utilizada para oxidar tais compostos (TAIZ e ZEIGER, 2017).

Fazendo um paralelo com o perfil de incidéncia da doenca, observou-se que
para o0 menor percentual de frutos podres (regido de cor verde clara no diagrama de
cores para essa variavel dependente) um maior acimulo de transcritos de ambos 0s
genes (MdPPO e MdPAL) foi obtido. Para o menor diametro da leséo (regido de cor
clara também), no entanto, foi constatado um menor acumulo de expressédo de

MdPPO e MdPAL (Figura 17). E possivel que o aparecimento da podriddo
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(analisada pelo % de frutos podres) e a velocidade com que o fungo colonize o fruto
(investigado através do diametro da lesdo) demandem o desencadeamento de um
arsenal de reacdes em proporgdes distintas, o que faz com que essas duas variaveis
dependentes apresentem, portanto, sensibilidade distintas em relacdo a MdPPO e
MdPAL. Também, pode ser observado que a ferida pode ter sido responsavel por
um start no desencadeamento do acumulo dos transcritos MdPPO e MdPAL,
considerando que macas sem ferida apresentaram, para alguns tratamentos, um
maior acumulo de transcritos MdPPO e MdPAL. Todavia, considera-se iSSo menos
provavel do que a primeira hipotese (que a presenca do fungo foi o que mais
contribuiu para o acumulo dos transcritos MdPPO e MdPAL), visto que macas com
agua estéril também foram feridas manualmente e, nem por isso, tiveram um maior
acumulo de transcritos para MdPPO e MdPAL (Figura 17).
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Figura 17 - Perfil de acimulo dos transcritos, percentual de frutos podres (%) e diametro da lesao
(mm) envolvidos em resposta a safra (2017 e 2018), ponto de colheita (12 e 2%), presenca
do 1-MCP, fungo e ferida em macas refrigeradas sob atmosfera controlada por 10 ou 90
dias, representados por escalas que variam de — 2 a 2 (acimulo dos transcritos), de 30 a
100 (percentual de frutos podres) e de 4 a 10 (diametro da lesdo). A extremidade da
escala representada pela cor verde clara indica menor acumulo de transcritos do gene, ou
menor % de frutos podres e didmetro da leséo, e a extremidade representada pela cor
vermelha clara indica o oposto.

Considerando que o maior acumulo de transcritos de MdPPO e MdPAL

ocorreu, majoritariamente, na safra 2017 (Figura 17) — é possivel que o efeito da
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safra tenha sido o mais importante sobre o perfil de MdPPO e MdPAL. Nesse
sentido, isso iria ao encontro do que foi discutido no item 6.5, isto €, que a safra teve
um dos efeitos mais proeminentes sobre a incidéncia da podridao “olho-de-boi”. Um
ultimo ponto a ser abordado sobre esses dois genes é que, provavelmente, MdPPO
e MdPAL foram sinalizadas por ET durante o periodo de armazenamento, uma vez
que MdACO apresentou, geralmente, um maior acumulo de transcritos para 0s
mesmos tratamentos que MdPPO e MdPAL. A exemplo disso, quando foi constatado
um menor percentual de frutos podres (2017/12 colheita) foi verificado um maior
acumulo dos transcritos MAACO, MdPPO e MdPAL (Figuras 16 e 17).

Apos 10 dias de armazenamento, macas na presenca e na auséncia de fungo
e 1-MCP apresentaram o mesmo perfil de acumulo de transcritos para Mdthau
(Figura 17), independente da safra e do ponto de colheita. Na literatura, € descrito
gue as proteinas relacionadas a patogénese (PR-proteinas) podem estar presentes
em niveis baixos antes de alguma infeccao, indicando, assim, que elas podem ter
uma funcdo mais ampla do que apenas resposta associada a resisténcia a doencas
(GUEST e BROWN, 1997). Com relagdo ao menor acumulo de transcritos no fim do
armazenamento (Figura 17), € possivel que isso tenha ocorrido em detrimento do
tempo em que as macas permaneceram sob refrigeracdo e AC (02 =0,6% e CO2 =
1,0%), de modo que o avanco do periodo de armazenamento contribuiu para a
repressado do acumulo de Mdthau, ou que, em 90 dias, a ativacdo de Mdthau nao foi
mais necessdria, uma vez que o produto proteico produzido em 10 dias foi suficiente

para ativar respostas vinculadas ao efetor responsavel.
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7. Considerac0es finais

v' De um modo geral, a analise estatistica dos tratamentos pelo teste t e pelo
teste de Tukey concordaram. Houve, para uma Unica observacao,
divergéncia entre os dois testes que, como sugerido, no teste t ocorreu um
erro tipo |, que acabou sendo corrigido pelo teste de Tukey.

v/ Quando comparada a adicdo do 1-MCP antes versus depois da adicdo do
in6culo, a aplicacdo do 1-MCP contribuiu de forma diferente sobre a
suscetibilidade ao desenvolvimento da podridao “olho-de-boi” em macgas.
Magés tratadas com 1-MCP antes da adicdo do indculo tiveram menores
diametro de lesdo na metade das observacgfes, enquanto aquelas tratadas
com 1-MCP depois da adicdo do indéculo apresentaram menores
percentuais de frutos podres, para 0 mesmo nimero de observacgoées.

v' O estudo dos efeitos das variaveis independentes (safra, ponto de colheita
e presenca do 1-MCP) sobre a incidéncia da doenga comprovou que o 1-
MCP teve efeito individual apenas sobre o diametro da lesdo, em que
macas tratadas com 1-MCP depois da adicdo do in6culo tiveram, em
média, 1 mm a menos do que macas sem o inibidor de acdo do ET. Sobre
o percentual de frutos podres, safra x ponto de colheita, foram as que
apresentaram o efeito mais proeminente, 0 que sugere que essas variaveis
podem contribuir para um viés do efeito do 1-MCP sobre a variavel
resposta percentual de frutos podres.

v' O tratamento com 1-MCP depois da adicdo do in6culo ndo teve efeito
sobre o amolecimento de polpa e ratio. Por outro lado, safra e colheita,
bem como sua interacdo tiveram, sendo que em 2017/12 colheita foram
obtidos os frutos com maior amolecimento de polpa, enquanto em 2017/22
colheita foram constatados os frutos mais doces e menos acidos.

v  Além da safra ter sido um dos efeitos mais pronunciados sobre a
suscetibilidade a podriddo “olho-de-boi”, essa variavel foi a unica que
apresentou correlacdo linear com todas as variaveis dependentes
avaliadas (diametro da lesédo, percentual de frutos podres, amolecimento

de polpa e ratio).
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v/ Além da correlacdo linear com a safra, o amolecimento de polpa teve
correlacdo negativa com o percentual de frutos podres, o que significa que
macas com menor percentual de frutos podres foram as que apresentaram
maior amolecimento de polpa, ndo seguindo, portanto, o que alguns
trabalhos da literatura sugerem em relacédo a combinacéo desses fatores.

v' As macas que apresentaram um maior acimulo de transcritos de MdACO,
MdPG, MdPGIP foram as que apresentaram um maior amolecimento de
polpa. As variaveis intrinsecas (safra e ponto de colheita) foram as que
mais contribuiram sobre a perda de firmeza de polpa.

v' O maior acumulo de transcritos de MdPPO e MdPAL teve relacdo com a
podriddo “olho-de-boi”. Além disso, é provavel que a variavel intrinseca
safra tenha contribuido sobre o perfil de transcritos desses genes.

v" O maior acumulo de transcritos de Mdthau, no inicio do armazenamento,
nao parece ter relagdo com a podridao “olho-de-boi” na maca, e sim com
algum efetor desencadeado previamente ao armazenamento. E possivel
que o avanc¢o do periodo de armazenamento tenha contribuido para La
repressdo do acumulo de Mdthau, ou que, em 90 dias, a ativacdo de
Mdthau ndo tenha sido mais necessaria, considerando que o produto
proteico produzido no inicio do armazenamento tenha sido suficiente na
ativacao de respostas desencadeadas pelo efetor responsavel.

v" O experimento com duas safras ndo confirma, nem nega a hipotese geral
de que a aplicacdo de 1-MCP (antes ou depois da inoculacao) interferem

na ocorréncia da podridao “olho-de-boi”.
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Apéndices
Apéndice A — Resultados do teste F

Tabela 1a — Valor de F calculado

12 colheita
Safra Comparacao entre Didmetro da lesdo % de podres
1-MCP (depois) x controle 1,84 1,48
2017 1-MCP (antes) x controle 3,58 3,72
1-MCP (depois) x 1-MCP (antes) 6,57* 5,52*
1-MCP (depois) x controle 3,73 188*
2018 1-MCP (antes) x controle 3,65 26,5*
1-MCP (depois) x 1-MCP (antes) 1,02 7,11*
22 colheita
Safra Comparacao entre Diametro da lesao % de podres
1-MCP(depois) x controle 1,27 16,5*
2017 1-MCP (antes) x controle 3,84 3,24
1-MCP (depois) x 1-MCP (antes) 3,04 5,09*
1-MCP (depois) x controle 2,47 66,9*
1-MCP (antes) x controle 2,03 2,55
2018 1-MCP (depois) x 1-MCP (antes) 1,21 26,2*

F critico = 4,41; nivel de significancia de 5%, graus de liberdade numerador (1) e do denominador (18).

* Fcritico < Fcalculado, variancias ndo homogéneas

Apéndice B — Grafico com o valor médio de ratio na safra 2017 e 2018 e valor médio
na 12 e 22 colheita
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Apéndice C — Resultados do amolecimento de polpa

Tabela 1c- Amolecimento de polpa de macas armazenadas por 90 dias em atmosfera controlada,
referente a duas safras (2017 e 2018), em duas colheitas (12 e 2?), tratadas ou nao com
1-MCP, e inoculadas com fungo ou com agua estéril

Variaveis independentes Amolecimento de polpa (N)
Safra Ponto de colheita  1-MCP Fungo

2018 22 Com Com 6,50 b,c,d,e
2018 22 Com Sem 9,80 b,c,d
2018 22 Sem Com 10,1 b,c,d
2018 22 Sem Sem 139b
2017 22 Com Com 10,9 b,c,d
2017 22 Com Sem 145b
2017 22 Sem Com 11,8 b,c
2017 22 Sem Sem 13,1 b,c
2018 12 Com Com 4,67 d,e
2018 12 Com Sem 4,70d,e
2018 12 Sem Com 10,4 b,c,d
2018 12 Sem Sem 265e
2017 12 Com Com 289 a
2017 12 Com Sem 28,3 a
2017 12 Sem Com 26,4 a
2017 12 Sem Sem 259a

Ndmero de repeti¢des biolégicas = 3.

Teste Tukey (a= 0,05), letras mintsculas diferentes na mesma coluna representam diferenga estatistica.



