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PRESSOES HIPERBARICAS NO CONTROLE DE MOFO CINZENTO E DE
MANCHA DE ALTERNARIA NA POS-COLHEITA DE TOMATE DEBORA

RESUMO - As doencas fangicas sdo as principais causas de perdas na pos-
colheita do tomate, e sdo controladas por manejo cultural e fungicidas aplicados na
pré-colheita. O tratamento hiperbarico na pos-colheita € um métodos fisico, com
potencial uso comercial na reducao da deteriorizacdo por fungos. Neste trabalho, a
eficiéncia das pressdes hiperbaricas para controlar o desenvolvimento das podriddes
de Botrytis cinerea e Alternaria sp. in vitro e em tomates ‘Débora’ foram avaliadas,
bem como a atividade das enzimas antioxidantes e as relacionadas a defesa do
vegetal. Os experimentos foram realizados em um sistema de pressédo hiperbarica
do Laboratério de Tecnologia Pds-colheita da FCAV-UNESP, Campus de
Jaboticabal, utilizando as pressfes de 100 (controle), 200, 400, 600 e 800 kPa a
temperatura de 23+1°C, durante 3 e 6 dias. No ensaio in vitro as placas com os
fungos permaneceram nas pressdes e depois foram incubadas até que a colbnia do
controle atingisse a borda. No experimento in vivo, tomates inoculados com os
fungos foram mantidos por 3 e 6 dias sob o tratamento nas pressdes, com posterior
armazenamento por mais 2 e 4 dias em condi¢cdo de ambiente (23 °C, 50% UR, 100
kPa) para simular a comercializacdo. Avaliou-se o crescimento micelial, a taxa de
germinacao dos conidios dos fungos, incidéncia e severidade das podriddes nos
frutos, o metabolismo antioxidante (teor de licopeno e polifendis totais) e a atividade
das enzimas relacionadas a defesa dos tomates (peroxidase (POD), fenilalanina-
amonia-liase (PAL), B 1,3 glucanase (GLU), superéxido dismutase (SOD) e catalase
(CAT). As pressOes hiperbaricas ndo apresentaram efeito fungistatico sobre os
patégenos, entretanto, houve reducdo no crescimento micelial e na taxa de
germinacao de B. cinerea apos 3 dias na pressao de 800 kPa. As pressdes elevadas
de 600 e 800 kPa durante 3 dias reduziram a incidéncia (25%) e a severidade do
mofo cinzento (68%), apds 4 dias de armazenamento (3+4 dias). Enquanto a
incidéncia e severidade da mancha de Alternaria (Alternaria sp.) ndo tiveram
reducdo expressiva em ambos os periodos. Na pressdo de 800 kPa, os frutos
inoculados com B. cinerea e Alternaria sp. apresentaram um retardo no
amadurecimento, evidenciado pelo menor conteudo de licopeno e menor atividade
da enzima POD, a qual esta relacionada a senescéncia dos frutos. As pressdes
elevadas (600 e 800 kPa) promoveram a atividade das enzimas PAL, GLU e CAT
dos tomates inoculados de ambos os patégenos por 3 dias, mantendo tendéncia
similar apos as condicoes de ambiente. Os frutos tratados com as pressdes
elevadas apresentaram incremento no contetdo de polifendis totais em relagdo ao
controle, durante os periodos de armazenamento. As pressdes nao influenciaram a
atividade da enzima SOD dos tomates, ap0s os periodos de tratamentos. As
pressodes hiperbaricas de 600 e 800 kPa foram eficientes na reducao de doencas na
poés-colheita de tomates e também podem ter induzido a atividade de enzimas
envolvidas na resisténcia as doencas.

Palavras-chave: atmosfera hiperbarica, Botrytis cinerea, enzimas antioxidantes,
proteinas PR, Solanum lycopersicum L.



HYPERBARIC PRESSURES IN THE CONTROL OF GRAY MOLD AND
ALTERNARIA SPOT IN THE POSTHARVEST OF TOMATO DEBORA

ABSTRACT - Fungal rots are one of the major causes of postharvest losses
in tomatoes, and they are controlled by cultural management and fungicidal applied
in preharvest. The postharvest hyperbaric treatment is a physical method that it have
potential to be used in commercial for reducing fungal decay. In this work, the
efficiency of hyperbaric pressures to control rot development of Botrytis cinerea and
Alternaria sp. in vitro and ‘Debora’ tomatoes were evaluated, also the activity of
antioxidant and defense-related enzymes.The experiments were carried out in a
hyperbaric pressure system at FCAV-UNESP Postharvest Technology Laboratory,
Campus de Jaboticabal, using the pressures of 100 (control), 200, 400, 600 and 800
kPa at a temperature of 23 £ 1 ° C for 3 and 6 days. In vitro assay the Petri dishes
with the fungi were kept at pressures after they were incubated until the control
colony reached the edge. In vivo assay, tomatoes inoculated with the fungus were
kept at 3 and 6 days under the treatment pressures, after they were stored for more 2
and 4 days at ambient conditions (23 °C, 50% RH, 100 kPa) to simulate the
commercialization. It was evaluated the mycelial growth, germination rate of fungal
conidia, incidence and severity of fruit rot, antioxidant metabolism (lycopene content
and total polyphenols) and activity of defence-related enzymes (eroxidase (POD),
phenylalanine ammonia-lyase (PAL), B 1,3 glucanase (GLU), superoxide dismutase
(SOD) and catalase (CAT)). The hyperbaric pressures had no fungistatic effect on
the pathogens, however, there was a reduction in mycelial growth and in the
germination rate of B. cinerea after 3 days at 800 kPa. High pressures of 600 and
800 kPa for 3 days reduced the incidence (25%) and gray mold severity (68%) after 4
days of the storage (3 + 4 days). While the incidence and severity of black rot
(Alternaria sp.) didn’t decrease significantly in both periods. At the pressure of 800
kPa, the fruits inoculated with B. cinerea and Alternaria sp. demonstrated a delay in
ripening, as evidenced by the lower lycopene content and lower activity of the POD
enzyme, which is related to fruit senescence. The high pressures (600 and 800 kPa)
promoted the activity of the PAL, GLU and CAT enzymes of the tomatoes inoculated
from both pathogens for 3 days, maintaining a similar trend after the ambient
conditions. The fruits treated with high pressures demonstrated an increase in the
total polyphenols content in relation to the control during storage periods. The
pressures didn’t influence the activity of the SOD enzyme of the tomatoes, after the
periods of treatments. Hyperbaric pressures of 600 and 800 kPa were efficient in
reducing diseases in postharvest tomatoes and they must have induced the activity
of enzymes involved in resistance to diseases.

Keywords: hyperbaric atmosphere, antioxidant enzymes, Botrytis cinerea, proteins
RP, Solanum lycopersicum L.



1. INTRODUCAO

O tomateiro (Solanum lycopersicum L.) € uma das olericolas mais cultivada e
consumida no mundo (AZABOU et al.,, 2016). Possui elevado valor nutricional,
principalmente por ser a principal fonte de licopeno e de outros compostos com
atividade antioxidante, como vitamina A, C e flavonoides. Isso o torna um alimento
funcional com importante papel na manutencdo da saude humana, associado
especificamente a prevencdo e combate a diversos tipos de cancer e de doencas
cardiovasculares (DEL GIUDICE et al., 2015).

Os tomates da cv. Débora possuem excelentes caracteristicas organolépticas,
tornando-os preferidos para o consumo in natura, com consequente valoracéo
comercial. Entretanto, os frutos desta cultivar apresentam a vida pos-colheita menor
que os tomates ‘longa vida’, restrita a poucos dias. Além disso, por serem
climatéricos, os frutos possuem atividade fisiologica acelerada, o que os tornam
suscetiveis aos danos fisicos e injarias por patégenos e causam perdas de 25 a 42%
na pos-colheita mundial de tomates (ZAPATA et al., 2008; ARAH et al., 2015).

Os principais patdgenos na pés-colheita de tomates sdo o Botrytis cinerea e a
Alternaria spp., 0s quais provocam o0 mofo cinzento e a macha de Alternaria,
respectivamente, sendo consideradas as doencas mais severas (AHMED et al.,
2016). O dano econbmico atribuido a estes patdogenos sdo enormes, incluindo
perdas pré e pés-colheita em quantidade e qualidade, despesas com medidas de
protecao de plantas nos campos e estufas e custos diretos e indiretos para varejistas
e consumidores com resfriamento, para impedir o desenvolvimento nos fungos
(DEAN et al., 2012).

Embora a aplicacdo de fungicidas quimicos seja o método mais comum para
controlar as podriddes na pré-colheita dos tomates, seu uso na pés-colheita ndo &
permitido em muitos paises, inclusive no Brasil (MARI et al., 2014). Além disso, o
aumento da resisténcia fungica e a crescente preocupacao dos consumidores com a
saude, meio ambiente e residuo nos produtos frescos, tem impulsionado a busca por
medidas alternativas no controle de doencas na pos-colheita com potencial uso
comercial (ROMANAZZI et al., 2016).
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A utilizacdo de pressdes hiperbéaricas na pos-colheita (100 a 1000 kPa) é
considerada uma técnica promissora, devido a eficiéncia na reducéo de infeccdes e
danos causados por diversos patdogenos. Em estudos prévios, Romanazzi et al.
(2008) demostraram que, em tomate cereja, a pressao hiperbarica de 150 kPa por 4
h a 20 °C reduziu a incidéncia da podriddo marrom, mofo cinzento e azul, enquanto
gque em bagas de uva a pressdo de 150 kPa por 24 h reduziu a incidéncia e
severidade de B. cinerea. De acordo com Baba e lkeda (2003), a pressédo de 500
kPa por 5 dias controlou as podriddes em pdés-colheita de frutos de umé (Prunus
mume). Liplap et al. (2014a) verificaram que a pressédo de 850 kPa a 20 °C por 7
dias, inibiu o crescimento bacteriano de Pseudomanas cichorii, P. carotovorum e P.
marginalis, porém a resposta foi dependente da espécie.

Além disso, as pressdes hiperbéricas tém resultados promitentes no retardo
dos mecanismos fisiologicos de amadurecimento e senescéncia de tomate
(INESTROZA-LIZARDO et al., 2018), alface (LIPLAP et al., 2014), frutos de umé
(BABA et al., 1999) e milho doce (LIPLAP et al., 2013a), possibilitando a
manutencao da qualidade e um aumento da vida pos-colheita desses produtos.

A vantagem das pressdes hiperbaricas, em relacdo aos demais métodos, é a
homogeneidade de aplicacdo, pois agem de maneira instantdnea e uniforme,
independentemente do tamanho, forma ou composi¢cdo do produto. Este processo
utiiza apenas 2 a 6% da energia necessaria na refrigeracdo, visto que a
pressurizacdo ndo precisa ser instantanea, necessitando de pouca energia para
manter a pressdo ao longo do armazenamento (GOYETTE et al., 2007, VIGNEAULT
et al., 2012;).

Alguns pesquisadores tém sugerido que as pressdes hiperbaricas podem
afetar o crescimento dos patégenos pelo impacto direto da pressédo elevada
(SEGOVIA-BRAVO et al., 2012); e/ou provocar um estresse especifico no vegetal,
dando origem a respostas biolégicas benéficas (hormesis), como o aumento da
sintese de licopeno em tomates (Goyette et al., 2012b e Liplap et al., 2013b) e da
producao de fitoalexinas, induzindo resisténcia contra patégenos, como o B. cinerea
(ROMANAZZI et. al, 2008).

Entretanto como as informacgfes disponiveis sobre o efeito da pressao

hiperbarica no crescimento de patégenos causadores de podriddes em frutas e
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hortalicas sdo limitadas, mais estudos sao necessarios para compreender 0s
mecanismos fisioldégicos e microbioldgicos ligados a inativacdo dos patégenos, para
confirmar a viabilidade dessa tecnologia para a aplicacdo comercial no controle de
doencas na pd4s-colheita.

Assim, este trabalho teve como objetivo avaliar a eficiéncia das pressodes
hiperbaricas no controle do crescimento de B. cinerea e Alternaria sp. in vitro e em
tomates ‘Débora’, bem como os efeitos das pressfes no contetado de licopeno e
polifendis totais, na atividade das enzimas relacionadas a defesa e enzimas

antioxidantes desses tomates.

2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Tomate

O tomate (Solanum lycopersicum L.) € uma das olericolas de maior
importancia econdmica e a segunda solandcea mais cultivada e consumida
mundialmente, sendo apenas superada pela cultura da batata (AZABOU et al.,
2016).

O Brasil ocupa a nona posicdo na produgdo mundial de tomates, detendo
apenas 2,4% da producéo global (FAOSTAT, 2018). Em 2016, o Pais produziu cerca
de 4,15 milhdes de toneladas de tomates, incluindo o segmento de industria e de
mesa, sendo 0s maiores produtores o estado de Sdo Paulo e de Goias, com
respectivamente 20,8 e 32,0% de participacdo na producéao nacional (AGRIANUAL,
2017). E o principal produto comercializado no Entreposto do Terminal de Sdo Paulo
(ETSP-CEAGESP), liderando o ranking no setor de legumes, com 71 mil toneladas
de tomates comercializados, o0 que corresponde a 33% do volume total de legumes
no 1° trimestre do ano de 2017, com alta rentabilidade de R$ 139,2 milhdes
(CEAGESP, 2018).

E uma olericola que apresenta elevada aceita¢do pelos consumidores devido
as diversas formas de preparo, podendo ser consumido em saladas, purés, molhos,

doces, geleias ou sucos. Além disso, o tomate é benéfico a salde, e seu consumo
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estd associado a diminuichio no risco de diversas doencas como as
cardiovasculares, os canceres e o0 diabetes tipo 2. Os efeitos benéficos na
manutencdo da salde sdo atribuidos a presenca de compostos fitoquimicos, como
os carotenoides (licopeno, B-caroteno e luteina), acido ascérbico, flavonoides e
acidos fendlicos, os quais possuem alta atividade antioxidante, capaz de combater
as lesdes celulares provocadas pelos radicais livres (ABETE et al.,, 2013; DEL
GIUDICE et al., 2015; NIRANJANA et al., 2015).

Do ponto de vista da conservacdo poés-colheita, o tomate é altamente
perecivel devido ao elevado conteudo de agua (90 a 95%) e por possuir a casca
fina. Além disso, por serem frutos climatéricos, possuem elevada atividade
metabdlica, evidenciado pela taxa respiratdria e producdo de etileno, entrando em
senescéncia rapidamente apés a colheita (ZAPATA et al., 2008).

As principais perdas na qualidade dos tomates na poés-colheita estédo
associadas aos danos fisicos, ao transporte e armazenamento inadequados e acao
de agentes microbianos (CHITARRA; CHITARRA, 2005). O tomate € susceptivel a
varios patogenos, destacando-se o mofo cinzento e a mancha de alternaria,
causadas por Botrytis cinerea e Alternaria sp. que sdo responsaveis por perdas
econbmicas consideraveis (WANG et al.,, 2010). Estes fungos estdo entre o0s
patbgenos mais comuns e 0s responsaveis pela deterioragcdo pdés-colheita de
tomates em todo o mundo (LIU et al., 2007; FAGUNDES et al., 2014).

Estes fatores influenciam negativamente a comercializacdo e causam perdas
de qualidade de 25 a 42% na pds-colheita mundial de tomates (ARAH et al., 2015).
Quando maduro, o tomate possui vida média de prateleira de 7 dias, com perdas
variando entre 25% a 50%, enquanto que o fruto parcialmente maduro apresenta
uma vida 0til de até duas semanas, com 20% a 40% de perdas poés-colheita
(CHIUMARELLI; FERREIRA, 2006).

Os tomates da cv. Débora possuem excelentes caracteristicas organolépticas,
tornando-os preferidos para o consumo in natura, com consequente valoracéo
comercial. Entretanto, os frutos desta cultivar apresentam uma vida pdés-colheita

menor que os tomates ‘longa vida’, restrita a poucos dias.


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1756464615003540#bib0155

2.2 Doengas fungicas na pos-colheita do tomate

2.2.1 Mofo cinzento - Botrytis cinerea

O fungo Botrytis cinerea Pers.:Fr. (Teleomorfo: Botryotinia fuckeliana de Bary,
Whetz) é o agente causal do mofo cinzento, considerada uma das doencas mais
comum e amplamente distribuida no mundo (AGRIOS, 2004). E responséavel por
perdas econdmicas expressivas em mais de 200 espécies de plantas, principalmente
quando sao cultivadas em ambiente protegido (VAN-KAN, 2003).

Os principais sintomas causados por B. cinerea nos tomates sao uma
podriddo mole, de coloracdo bege a cinzenta, que se desenvolve a partir do apice do
fruto ou do pedunculo, geralmente coberta por um bolor cinzento. Outro sintoma do
fungo é o aparecimento de “manchas fantasma”, que se caracterizam pela formagéao
de um halo esbranquicado com um ponto necrético no centro (BAUTISTA-BANOS:
MOLINA; BARRERA NECHA, 2014).

O fungo pode sobreviver saprofiticamente ou por meio de estruturas de
repouso denominadas esclerddios ou micélio dormentes. A esporulacdo abundante
e a dispersdo dos conidios pelo ar e pela dgua sdo uma constante ameaca para as
culturas susceptiveis. Pode penetrar nos tecidos dos hospedeiros pela acédo direta
do apressoério, mediada pela secrecdo de enzimas degradadoras da parede celular,
ou por ferimentos (ELAD et al., 2015).

O fungo pode produzir infecgbes quiescentes, tornando-o ndo detectavel
durante a colheita, e assim tomates visualmente saudaveis, sdo armazenados e
transportados em condi¢Oes de temperatura entre 22 e 25 °C, as quais favorecem o
seu desenvolvimento, tornando o controle deste patdgeno um grande desafio para a
pds-colheita dos tomates (TOLOFI et al., 2011, ELAD et al., 2015).

Por ser um patdégeno necrotrofico, se estabelece e multiplica em tecidos
mortos, colonizando posteriormente os tecidos vivos adjacentes, pela sintese de
varias proteinas, envolvidas na degradacao de diferentes estruturas e componentes
celulares, e pela producado de espécies reativas de oxigénio, que causam danos nos
componentes celulares. Porém, em resposta ao ataque do fungo, as plantas por
meio da resposta de hipersensibilidade, induzem a producao de espécies reativas de
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oxigénio (EROs) levando a morte celular, e assim favorecendo a infeccdo e
colonizacéo do fungo (CHOQUER et al., 2007; EL OIRDI et al., 2011).

2.2.2 Mancha de Alternaria - Alternaria sp.

A mancha de Alternaria € uma das doencas mais frequentes e importantes da
cultura do tomateiro. E causada por fungos do género Alternaria, sendo a Alternaria
solani e Alternaria alternata as espécies mais importantes e responsaveis por perdas
econbmicas consideraveis na pos-colheita de tomates, principalmente quando o
periodo entre a colheita e o consumo for maior do que dois dias, e o produto for
mantido em condi¢cdo ambiente e sem refrigeracao (OLIVEIRA et al., 2006).

Os sintomas tipicos da doenca nos frutos ocorrem no ponto de inser¢cao do
pedunculo, como manchas escuras que se originam na regido de ligacdo entre o
calice e os frutos. As manchas sdo geralmente de coloracdo marrom a preta, firmes,
deprimidas e com a presenca tipica de anéis concéntricos. Plantas com deficiéncia
em calcio exibem frutos com lesbes na regido do pedunculo, onde Alternaria sp.
podem surgir, apodrecendo-o0s. De maneira geral, ndo se observam diferencas entre
0s sintomas causados pelas diferentes espécies de Alternaria, porém essas diferem
quanto ao tamanho e morfologia dos conidios (OLIVEIRA et al., 2006; TOFOLI et al.,
2016).

O fungo pode sobreviver em restos culturais, matéria organica e em
hospedeiros intermediarios, por periodos prolongados. A disseminagdo ocorre
essencialmente pela acdo de insetos, vento, sementes e implementos agricolas.
(TOFOLI et al., 2013). As condicGes de temperatura entre 28 °C e 30 °C e umidade
relativa maior que 40 % favorecem o desenvolvimento do fungo, o qual penetra no
hospedeiro através da cuticula ou parede celular apos a formacao do apressorio, por
meio de ferimentos e/ou pelos estdbmatos. A colonizacdo € intercelular, invadindo
tecidos do hospedeiro e provocando alteracdes em diversos processos fisiologicos,
que se manifestam na forma de sintomas (KUROZAWA, PAVAN, 2005; TOFOLI et
al., 2013).



2.3 Controle de doencas na pds-colheita

Para reduzir a deteriorizacdo de frutas e hortalicas na pés-colheita causados
por patdégenos (B.cinerea e Alternaria spp.), 0 controle quimico, com a aplicacdo de
fungicidas sintéticos na pré-colheita, ainda permanece como a principal medida para
reduzir a incidéncia de doencas durante a pés-colheita. Este apresenta uma série de
desvantagens, como elevacao no custo de producdo, perigos aos manipuladores,
preocupacao acerca de residuos em alimentos, impacto negativo ao ambiente e na
saude humana, além da resisténcia dos patégenos (FELIZIANI et al., 2013).

Diante da preocupacdo publica destes riscos existe a necessidade de
desenvolver métodos alternativos para controlar o mofo cinzento e a mancha de
Alternaria na pés-colheita de frutas e hortalicas que sejam mais seguros, eficazes e
econbmicos, reduzindo o impacto sobre o meio ambiente e a saude. Em geral, o
controle de doencas na pos-colheita é um grande desafio para os pesquisadores.
Como medida alternativa aos fungicidas sintéticos convencionais tem se estudado
tratamentos fisicos, quimicos ou biologicos (PALOU et al., 2008).

Véarios métodos alternativos ja foram avaliados para o controle do
desenvolvimento de B. cinerea e A. solani em tomates, dos quais incluem a
aplicacao de calor (ZHAO et al., 2014; WEI et al., 2017), uso de radiacéo ionizante
(CHARLES et al.,, 2009), controle biologico (WANG et al.,, 2010), quitosana
(GUERRA et al., 2015) e uso coberturas comestiveis com propriedades antifungicas
(FAGUNDES et al., 2014, 2015).

Porém, ndo ha relatos sobre o uso de tratamento fisico com pressdes
hiperbaricas no controle de doencas fungicas na pés-colheita de tomates.

2.3.1 Pressdes hiperbéaricas na pos-colheita

Na pos-colheita, o uso de pressdes hiperbaricas tem sido considerado um
método fisico promissor para a conservacao de frutas e hortalicas. Esta técnica
consiste em submeter os produtos frescos a pressédo de 100 a 1000 kPa, utilizando-
se para isto um fluxo constante de ar comprimido, por um periodo de algumas horas
ou dias (GOYETTE et al., 2012a).
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A principal vantagem da utilizacdo das pressdes hiperbéaricas em relacdo aos
demais métodos fisicos (UV e calor), é que estas agem de maneira instantanea e
uniforme em torno do produto, independente do seu tamanho, forma e composigéo,
além de serem microbiologicamente seguras (VIGNEAULT et al., 2012). Além disso,
sdo mais eficientes na utilizacdo de energia, a qual € requerida somente durante a
compressdo e descompressao, permitindo que os produtos sejam estocados com
um custo menor de energia e menor pegada de carbono, em relacdo a refrigeracéo
convencional (BERMEJO-PRADA; OTERO, 2016).

Pesquisas recentes demonstraram que a pressdo hiperbarica promoveu
efeitos benéficos na fisiologia e na manutencdo da qualidade de algumas frutas e
hortalicas quando armazenados em temperatura ambiente (20 °C) e em ambiente
refrigerado (< 13 °C). Baba et al. (2008) reportaram que os frutos de umezeiro
(Prunus mume L.) mantidos a 500 kPa durante 10 dias a 4 °C apresentaram reducao
na perda de massa, um aumento nos danos pelo frio e na producao de etileno e
CO,. Porém, o mesmo tratamento (500 kPa) provocou um aumento nos distarbios
causados pelo frio, com um severo escurescimento das folhas de manjericao
(Ocimum basilicum L.) apds 3 dias de armazenamento a 4 °C.

O tratamento hiperbarico foi proposto como alternativa para alfaces
armazenadas por um curto periodo sem refrigeracdo (LIPLAP et al., 2014a). Os
autores observaram que alfaces submetidas a 850 kPa durante 5 dias a 20 °C,
apresentaram taxas respiratorias estaveis, maior turgescéncia, contetudo de clorofila
e qualidade visual, em relacdo aquelas néo tratadas (100 kPa a 20 °C)

Tomates tratados com 900 kPa durante 15 dias a 13 °C, tiveram reducao na
taxa respiratéria e no amadurecimento, porém o0s danos fisiologicos foram
irreversiveis, quando comparados ao controle (100 kPa/13 °C). Ja as pressdes de
500 e 700 kPa por 10 dias a 13 °C influenciaram positivamente a qualidade dos
tomates, devido a reducdo da perda de peso, manutencdo da firmeza dentro dos
critérios de comercializagédo, e ao aumento no contetdo de licopeno (GOYETTE et
al., 2012).

Resultados similares do efeito positivo na qualidade dos tomates submetidos
a pressdes hiperbéricas, em temperatura ambiente foi verificado por Liplap et al.

(2013b). Os autores verificaram que tomates sob pressdo de 700 a 900 kPa durante
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4 dias a 20 °C, mesmo com taxas respiratorias maiores que ao tratamento usado
comercialmente (100 kPa/13 °C), apresentaram respostas similares a este em
alguns atributos de qualidade, como maior turgidez e um atraso no aparecimento da
cor vermelha, devido a menor sintese de licopeno.

Estes resultados demostraram que o tratamento hiperbarico aplicado a
diferentes frutas e hortalicas pode ter uma complexa diversidade de respostas
fisiologicas e as condicdes ideais para preserva-las podem ser diferentes,
dependendo do produto. Além dos efeitos na qualidade de frutas e hortalicas,
estudos recentes evidenciam que o crescimento dos microrganismos causadores de
podriddes nestes produtos também pode ser afetado pelas pressées hiperbaricas.

De acordo com Baba; Ikeda, (2003), a presséo de 500 kPa por 5 dias a 20 °C
controlou as podriddes em pos-colheita de frutos de umé (Prunus mume).
Romanazzi et al. (2008) verificaram que o tratamento hiperbarico (150 kPa a 20 °C)
aplicado em cerejas por 4 h reduziu em 38,4% a incidéncia de podriddo marrom
(Monilinia laxa), 81% o mofo cinzento (B. cinerea), 56,5% o0 mofo azul (Penicilium
expansum) e 49,9% as podriddes totais (mofo cinzento e azul, podriddo marrom e
podriddes de Alternaria, Rhizopus e Cladosporium), em relacdo ao controle. No
mesmo trabalho, bagas de uvas submetidas a mesma pressao por 24 h, e em
seguida inoculadas com o fungo B. cinerea, apresentaram redugdo na percentagem
de frutos infectados de 49% para 30,8%, e reducéo no diametro da leséo de 8,7 para
7,2 mm.

De acordo com LIPLAP et al. (2014a), o tratamento hiperbarico (200-850 kPa
a 20 °C, por 7 dias) teve um efeito na inibicdo do crescimento bacteriano de
Pseudomanas cichorii a P. carotovorum e P. marginalis isoladas de alface, em
relacdo ao controle (100 kPa, 20 °C). No entanto, a resposta ao tratamento foi
dependente da espécie de bactéria, sendo a P. cichorii a mais sensivel, seguida da
P. carotovorum e P. marginalis.

Neste sentido, o tratamento de frutas e hortalicas com pressdes hiperbaricas
pode ser considerado uma alternativa viavel e promissora ao tratamento quimico
convencional contra patdgenos na pos-colheita, uma vez que os consumidores estao

cada vez mais preocupados com a seguranca alimentar, preferindo alimentos livres
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de residuos quimicos, agentes patogénicos e toxinas microbianas, além de trazer
beneficios a saude na forma de compostos funcionais (CHARLES et al., 2009).

Porém, os mecanismos de acdo do tratamento hiperbarico sobre o
crescimento de microrganismos ndo estdo completamente elucidados. Em infecgbes
naturais em morangos, Romanazzi et al. (1999) verificaram que a pressédo de 150
kPa nao controlou o mofo cinzento e a podriddo de Rhizopus em morangos.
Resultados semelhantes foram encontrados por Liplap et al. (2013), cujas pressoes
entre 300 e 900 kPa a 20 °C nao tiveram na reducdo da populagdo microbiana
encontrada naturalmente na casca de abacate ‘Hass’ depois de 7 dias, quando
comparadas com o tratamento controle (100 kPa a 5° C e 20 °C).

Alguns pesquisadores tém sugerido hipoteses dos mecanismos de agéo das
pressfes hiperbaricas na reducdo do crescimento dos microrganismos: i) pelo
impacto direto da pressao elevada nos microrganismos (SEGOVIA-BRAVO et al.,
2012) e ii) pelo incremento na sintese de compostos de defesa nos hospedeiros,
induzidos por um estresse benéfico (hormesis), semelhante ao que o ocorre nos
tratamentos de calor e UV (ROMANAZZI et al., 2016; USALL et al., 2016).

Como as informacdes disponiveis sobre o efeito da pressao hiperbarica no
crescimento de fungos causadores de podriddes em frutas e hortalicas sao limitadas,
estudos sdo cada vez mais necessarios para compreender os mecanismos ligados a
inativacdo dos mesmos, bem como as respostas em termos de fisiologia dos
patdgenos precisa ser explorada para confirmar as vantagens dessa tecnologia para

a aplicacao comercial.

2.4  Mecanismos de agédo envolvidos no controle de doencas na pos-colheita

Alguns tratamentos empregados na poés-colheita de vegetais frescos sao
capazes de induzir condicdes de estresse especifico ou benéfico (hormesis),
capazes de estender o0 armazenamento e a vida util.

Por isso, pesquisas recentes tém se preocupado com a compreensdo dos
mecanismos pelos quais 0s estresses abibticos e bidticos afetam a qualidade das
frutas e hortalicas durante a pos-colheita (PEDRESCHI; LURIE, 2015).
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Além disso, os diversos tratamentos fisicos para o controle de doencas
possuem diferentes mecanismos de acdo. Alguns métodos afetam diretamente o
patégeno ou o hospedeiro, enquanto outros podem atuar indiretamente, através do
estimulo da resisténcia de defesa do hospedeiro. Esses dois modos de acdo podem

atuar simultaneamente.

2.4.1 Efeito direto

a) Efeito no patégeno

Liplap et al. (2014a) afirmaram que o tratamento hiperbarico tem potencial
para reduzir diretamente o crescimento de bactérias causadoras de podriddes na
pos-colheita de frutas e hortalicas. Eles verificaram que trés espécies bacterianas
(Pseudomonas cichorri, Pectobacterium carotovorum, Pseudomonas marginis)
isoladas de alface tiveram reducdo no crescimento in vitro com o aumento da
presséo (200-850 kPa) durante 7 dias a 20 °C, quando comparada com o controle
(100 kPa). A pressao de 850 kPa foi considerada o melhor tratamento, permitindo a
reducdo de 71% no crescimento de P. cichorii, 56% de P. carotovorum 43% de P.
marginalis, indicando que a P. cichorii foi a mais afetada pela pressdo. Além disso,
apos o tratamento hiperbarico, os autores avaliaram o crescimento bacteriano in vitro
por 3 dias a 20° C (100 kPa), e verificaram que as bactérias P. carotovorum e P.
marginalis ndo retomaram seu crescimento. Isto demonstra que o tratamento
hiperbarico ndo s6 proporciona uma inibi¢cdo direta no crescimento bacteriano, mas
também pode ter um efeito fungistatico, porem a magnitude é dependente da
espécie bacteriana. Esse efeito pode ser atribuido aos danos as macromoléculas
celulares vitais das bactérias causadas pelo excesso de EROs, que inibe
permanentemente o crescimento de patdgenos (PAIVA; BOZZA, 2014).

Outros métodos fisicos tém sido amplamente investigados no controle de
fungos e bactérias in vitro comuns na pos-colheita de tomates. Segundo Amer et al.
(2013) a exposicdo de disco da colonia ao ar quente (48 °C por 72 h) inibiu
diretamente o desenvolvimento de B. cinerea e A. alternata, enquanto que a

germinacdo dos esporos foi inibida & 58 °C com 6 e 8 min de exposicao,
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respectivamente. De acordo com Zhao et al. (2010) o tratamento térmico a 38 °C por
24 h inibiu completamente o crescimento micelial de B. cinerea e reduziu o
crescimento em 65% e 62%, respectivamente de A. alternata e Rhizopus stolonifer,
com. mudancas morfologicas visiveis em R. Stolonifer, como hifas e esporos

enrugados, escassos e deformados, apos o tratamento térmico.

b) Efeito no hospedeiro

As doencas na pos-colheita influenciam diretamente os processos fisiologicos
e bioquimicos dos vegetais. Na maioria dos casos, 0s esporos fangicos germinam
nos frutos e hortalicas ap6és uma diminuicdo da resisténcia enddégena devido ao
amadurecimento e a senescéncia (VILANOVA et al., 2014). Portanto, quaisquer
atrasos nestes processos podem inibir o crescimento dos fungos, estendendo a vida
atil de prateleira dos produtos vegetais.

Varios trabalhos consideram a aplicacdo do tratamento hiperbéarico capaz de
retardar o processo de amadurecimento e prolongar a vida util de alguns vegetais.
Em tomates, a taxa respiratoria diminuiu com o aumento de pressao (300-900 kPa a
20 °C por 4 dias), causando atraso no processo de amadurecimento, confirmado
pela menor perda de massa, maior firmeza, retencdo da cor e menor teor de
licopeno (LIPLAP et al., 2013b), portanto esse tratamento poderia reduzir a carga
microbiana dos frutos.

Recentemente, estudos relatam resultados positivos na manutencdo da
qualidade do tomate com a utilizagdo de outros métodos fisicos, como a aplicacao
de luz UV-C, a qual foi capaz de adiar o inicio do pico de producdo de etileno e
diminuir a taxa respiratoria, retardando assim o processo de amadurecimento de
tomates (TIECHER et al., 2013). Além disso, este tratamento pode contribuir para a
manutencdo dos principais atributos de qualidade como cor, textura e conteudo de
licopeno, e consequentemente inativacdo/eliminacdo da carga microbiana dos
tomates (CHARLES et al., 2009; PINHEIRO et al., 2015).
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2.4.2 Efeito indireto ou inducao de resisténcia

A inducédo de resisténcia de plantas consiste em evitar ou atrasar a entrada
e/lou subsequente atividade do patdégeno, pela ativacdo de barreiras fisicas e/ou
bioquimicas estimuladas por agentes indutores (WALTERS et al.,, 2013). Estes
podem ser classificados quanto a sua origem em agentes biéticos (fungos, bactérias,
virus e insetos) e abidticos (quimicos e fisicos), podendo desencadear uma rapida
ativacdo dos mecanismos inativos ou latentes, com uma expressao de resposta de
defesa apropriada (PIETERSE et al., 2013).

Esta ativacdo da resisténcia pode ser por dois tipos: a resisténcia sistémica
adquirida (SAR) ou resisténcia sistémica induzida (SIR), as quais diferem pela
natureza do agente indutor, sitio de atuacdo (sinalizacdo) e as respostas
bioquimicas desencadeadas até o estabelecimento da resisténcia de carater
sistémica, apresentando, contudo, respostas fenotipicas semelhantes
(STANGARLIN et al., 2011). Em SAR ocorre o acumulo de proteinas relacionadas a
patogénese (RP), pela via metabdlica do &cido salicilico quando induzida por
elicitores abiéticos e biodticos. Por outro lado, na SIR ndo ha o acumulo das proteinas
RP e sua indugdo parece estar associada a rota de sinalizagdo do acido jasménico e
do etileno, desencadeado por agentes bidticos (WALTERS et al., 2013; BOSTOCK
et al., 2014).

Dentre os mecanismos relacionados a resisténcia sistémica adquirida (SAR),
estresses abidticos e 0 reconhecimento de um patdgeno pela planta, pode ocasionar
um aumento nos niveis de espécies reativas de oxigénio (EROs) (GILL; TUTEJA,
2010). Em altas concentragbes as EROs, como o peroxido de hidrogénio (H205),
radical superéxido (O e o radical hidroxila (OH), reagem com importantes
constituintes celulares, tais como &acidos nucleicos, fosfolipidios de membrana
(camada bipolar) e proteinas, podendo causar a peroxidacdo lipidica, danos na
membrana e inativagdo de enzimas chaves, resultando em diversos efeitos toxicos
as células (GONZALEZ-AGUILAR et al., 2010, PETROV et al., 2015).

Dessa forma, para evitar os danos causados pelo estresse oxidativo, as
plantas desenvolveram um sistema de defesa que envolve compostos metabdlicos

ndo enzimaticos (flavonoides, ligninas, acido ascérbico, a-tocoferol, betacaroteno,
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licopeno e polifendis) e enzimaticos como a superoxido dismutase (SOD),
peroxidase (POD), catalase (CAT) e glutationa redutase (GR) (GONZALEZ-
AGUILAR et al., 2010).

As peroxidases (POD) (EC 1.11.1.7) sao enzimas envolvidas em diversas
reacoes celulares, como a oxidacdo de compostos fendlicos, ligacdo de
polissacarideos, oxidacdo do &cido indol-3-acético, de mondémeros, lignificacao,
cicatrizacdo de ferimentos, além de estarem fortemente relacionadas com
mecanismos de defesa contra os patdgenos e/ou a varios estresses abioticos (LEE
et al., 2001). Nos processos de defesa, o papel da POD é reforcar a parede celular a
partir da formacédo de lignina, suberina e polissacarideos, aumentar a producéo de
EROs que apresentam agcao antimicrobiana, bem como atuar na sinalizacao para a
formacéao de fitoalexinas (MITTLER et al., 2002).

Outra enzima relacionada com estresse abiotico e infeccao por patégenos é a
fenilalanina amoénia liase (PAL) (EC 4.1.3.5), podendo ser utilizada como um
excelente indicador da resisténcia de plantas a estes estresses (VOGT, 2010). A
PAL esta envolvida na sintese de fenilpropandides, que leva a conversdo de
fenilalanina em &cido trans-cinamico com a eliminacdo de amonia, na regulacédo do
acumulo de lignina conferindo maior resisténcia a parede celular das plantas aos
patdgenos e na sintese de fendis (LEWIS, et al., 1992; GONZALEZ-AGUILAR et al.,
2010).

A superdxido dismutase (SOD) (EC 1.15.1.1) atua no inicio da defesa
antioxidante nas células vegetais, catalisando a dismutacéo do fon superéxido (O%),
gerando peroxido de hidrogénio (H.O,) e hidrogénio molecular. Esta enzima tem
papel importante na defesa contra as EROs no interior das células, pois atua na
remocao do radical superéxido, reduzindo o risco de oxidacdo (MITTLER et al.,
2002; BHATTACHARJEE, 2010).

A catalase (CAT) (EC 1.11.1.6) € outra enzima importante do sistema de
defesa em plantas. Como resposta antioxidativa esta enzima decompde o H,0;
gerado nos peroxissomos durante a fotorrespiracdo, reduzindo-o a agua e ao
oxigénio. A atividade da CAT ¢é efetiva principalmente em concentragfes
relativamente altas de H,O, (mM), por isso sdo consideradas indispensaveis para a
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desintoxicacdo de EROs, especialmente em condi¢cdes de estresse severo, quando
0s niveis de H,0O, estdo maiores (DUBEY, 2011).

As B-1,3 glucanases (E.C. 3.2.1.6) sdo enzimas que sao capazes de catalisar
a clivagem das ligagdes B -1,3-glucosidicas em (-1,3-glucano, composto esse, que
juntamente com a quitina, sS40 0s principais constituintes estruturais da parede
celular da maioria dos fungos. Além disso, as B-1,3 glucanases tem um efeito direto
na defesa contra os fungos, pois a partir do momento que o fungo penetra na célula,
a enzima acumulada nos vacuolos é liberada para a lamela média restringindo a
acao do patogeno, pela hidrolise da parede celular (EL GHAOUTH et al., 2003).

Além disso, as B-1,3 glucanases tem um efeito indireto na defesa das plantas,
devido a liberacdo de fragmentos glicosidicos, os quais podem atuar como elicitores
de defesa do hospedeiro, ativando a producdo de outras proteinas relacionadas a
patogénese (PR) ou sintese de compostos antifungicos, como as fitoalexinas (SHI et
al., 2006, VAN LOON et al., 2006).

Os compostos fendlicos se originam do metabolismo secundario das plantas,
sendo essenciais para 0 seu crescimento e reproducdo, aléem de atuarem como
agente antimicrobiano e contribuirem para a pigmentacdo (NACZK, M.; SHAHIDI,
2004). O acumulo de compostos fendlicos especificos é induzido em resposta ao
estresse bidtico e abidtico, e estes metabdlitos séo referidos como fitoalexinas, as
quais possuem amplo espectro de acdo contra 0s patdégenos e sua acumulacdo em
plantas pode promover a resposta de defesa do hospedeiro (ANTON et al., 2017).
Nos tomates, os acidos clorogénicos e compostos relacionados sao 0s principais
compostos fendlicos além dos flavondides, os quais possuem uma seérie de
propriedades benéficas para a saude relacionadas a atividade antioxidante. De
modo geral, os compostos fendlicos contribuem nas propriedades organolépticas,
nutricionais e farmacoldgicas dos tomates (GOMEZ-ROMERO et al., 2018).

Estudos recentes demonstram que o tratamento hipobérico (50 KPa por 4 h) é
capaz de reduzir a severidade e incidéncia de doengas fungicas em morango
armazenados a 20 °C (HASHMI et al., 2013). Os autores demonstraram que 0
tratamento hipobarico ndo teve efeito direto nos patégenos (B. cinerea e R.
stolonifer), no entanto, 0 aumento da atividade das enzimas relacionadas com a

defesa, como PAL, quitinase e POD, indica que o possivel mecanismo de acédo do
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tratamento hipobarico envolvido no controle da doenca seja a inducdo de
resisténcia.

Os mecanismos de acdo do tratamento hiperbarico ndo estdo complemente
elucidados, mas sabe-se que este tratamento modificou o acumulo de licopeno em
tomates, reduzindo o durante o armazenamento e aumentando em 26% por ocasido
do amadurecimento dos frutos (LIPLAP et al., 2013b).

3. MATERIAL E METODOS

3.1 Sistema hiperbarico

Os experimentos in vitro e in vivo foram conduzidos utilizando um sistema de
pressao hiperbéarica esquematizado por Goyette et al. (2011) e Liplap et al. (2013),
representado na Figura 1. O equipamento é formado por seis camaras de aco inox
com um volume interno de 10,75 L, as quais sao ligadas a um circuito aberto, pelo
qual um fluxo constante de ar comprimido circula para manter as concentracdes de
oxigénio (21%) e de nitrogénio (78%) constantes. Durante a condugdo dos
experimentos, o dioxido de carbono foi adsorvido pela passagem prévia do fluxo por
uma camara apropriada, contendo 6xido de calcio. Cada camara foi vedada com
uma tampa de aco parafusada, sendo que na entrada e saida de cada uma foi
instalado um regulador de presséo e de fluxo de ar, respectivamente. Uma valvula
de seguranca também foi instalada na tampa para impedir qualquer excesso
acidental de pressdo. A entrada da camara foi conectada a um tanque de ar
comprimido com capacidade para 250 L (Schulz, mod. MSV 20 MAX, Joinville, SC)
para fornecimento de ar.

Um fluximetro foi utilizado para medir o fluxo de ar (Bronkhorst™, Ruurlo,
Netherlands) com intervalo de medicéo de 5 a 2.000 mL min™ 12 mL min™. Para
medir a concentracdo de CO, foi utilizado um analisador infravermelho de gases
(Guardian® Plus, Kirk-ton Campus, Livingston, England) com intervalo de medicéo

de 0 a 2000 ppm + 40 ppm.



17

O medidor de fluxo do ar, a valvula de controle e o analisador do gas CO,,
foram ligados a uma placa de controle e de aquisicdo de dados (Personnel DAQ
3000, Cleveland, OH, USA) de um computador portatil. O software (DasyLab®,
Measurement Computing Corporation TM, Norton, MA, USA) foi usado para registrar
a pressdo, a taxa de fluxo de ar, o nivel de CO,, calculando assim, a taxa

respiratoria em tempo real.

Figura 1. Esquema do sistema de pressao hiperbarica utilizado para a realizagédo
dos experimentos: 1. Compressor; 2. Depurador de CO,; 3. Regulador de presséao;
4. Vélvula de seguranca; 5. Véalvula de controle de fluxo; 6a. Camara para pressao
ambiente (100 kPa); 6b. Camara para pressdo de 200 kPa; 7a,b,c. Camara para
pressdo de 400, 600 e 800 kPa, respectivamente; 8. Conjunto valvula-coletor; 9.
Medidor de fluxo de ar; 10. Analisador infravermelho de gas; 11. Placa de aquisicao
de dados e computador.

3.2 Isolados de Alternaria sp. e Botrytis cinerea

Na obtencado do isolado de Alternaria sp. foram utilizados frutos provenientes
da plantagdo comercial de tomates, cv. Débora, coletados da regido de Ribeirdo
Preto. Estes foram acondicionados individualmente em embalagens plasticas
tampadas com algoddo umedecido, mantidos a temperatura média de 25+1 °C. Por
meio do isolamento indireto, foram retirados fragmentos de tecido da regido limitrofe
(entre a area sadia e a lesionada), os quais foram submetidos a desinfecgéo
superficial em alcool etilico 70% por 1 min e em solucdo de hipoclorito de sédio (1%)



18

por 3 min. Apés a desinfeccédo, os fragmentos foram enxaguados em agua destilada
esterilizada por 1 min, e secos em papel de filtro.

Os fragmentos foram depositados em placas de Petri contendo o meio de
cultura BDA (batata-dextrose-agar, DB Difco'™), mantidas & temperatura de 26+1 °C
e 12 h de fotoperiodo por 10 dias. Para conservacao dos isolados, foram retirados
discos da coldnia de 5 mm da borda da cultura e colocados em tubos Falcon com
dgua destilada esterilizada para a conservacdo e manutencdo das colbnias a
temperatura de 23 °C.

Para estimular a producéo de esporos de Alternaria sp. para 0os experimentos,
foi adaptada a metodologia proposta por Moretto e Barreto (1997), com a realizacao
de injarias na colbnia. Decorridos 10 dias de crescimento, as hifas aéreas das
colénias foram raspadas com o auxilio da alca de Drigalsky e mantidas por 3 dias
incubadas em estufa tipo BOD a temperatura de 26+1 °C e fotoperiodo de 12 h.

A suspensdo de conidios foi preparada colocando-se &gua destilada
esterilizada com 0,01% de Tween20 sobre a superficie da coldnia, com o auxilio da
alca de Drigalsky foi feita a raspagem superficial da col6nia. A solucao foi filtrada em
gaze estéril para retencdo das hifas, e a quantidade de conidios da solucao foi
determinada pela contagem em hemocitometro (camara de Neubauer), sendo a
suspensdo conidial do patégeno ajustada para a concentracéo de 2 x 10° conidios
mL™.

Foi utilizado o isolado de Botrytis cinerea de tomateiro proveniente da cole¢éo
da micoteca do Instituto Biolégico de Sdo Paulo (MMBF 47/13). O patdégeno foi
cultivado em meio BDA por 10 dias, a 20+1 °C e fotoperiodo de 12 h. Apds este
periodo, a suspensdo de conidios foi obtida pela raspagem superficial da colbnia
com 10 ml de agua destilada e esterilizada, contendo 0,01% de Tween20, seguida
pela filtragem em gaze estéril. A contagem de conidios presentes na solucdo foi
realizada com o auxilio do hemocitdmetro e a concentracdo ajustada em 2 x 10°

conidios mL™.
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3.3 Material vegetal

Foram utilizados tomates da cv. Débora, provenientes de producdes
comerciais da regiao de Ribeirdo Preto, Estado de Sao Paulo, Brasil (21°20’18” S e
47°43’58” O, 793 m de altitude), colhidos no estadio verde-maturo, segundo a
classificacdo de Lépez-Camelo e Gémez (2004).

Os frutos foram transportados para o Laboratério de Tecnologia P6s-Colheita
da Universidade Estadual Paulista, Campus de Jaboticabal, SP. No laboratdrio,
foram lavados com agua potavel e detergente neutro, sanitizados em solucédo de
Dicloro S. Triazinatriona Sédica Dihidratada (Sumaveg®) a 200 mg L™ por 5 min.
Foram colocados a temperatura ambiente (23 °C), para secagem do excesso de
agua e reducdo da temperatura. Para garantir a homogeneidade dos lotes, antes
dos tratamentos, os frutos foram selecionados pelo tamanho, forma, coloracdo e

auséncia de defeitos.

3.4 Efeito de pressGes hiperbaricas no controle de Botrytis cinerea e

Alternaria sp. in vitro

Transferiu-se, individualmente, discos da colbnia de cada isolado, com 5 mm
de didametro, retirados da borda das colénias com 10 dias de cultivo, para o centro
das placas de Petri contendo o meio BDA.

ApoOs a repicagem, 15 placas foram colocadas em cada camara, a qual foi
selada, e submetida a pressdo de 100 (controle), 200, 400, 600 e 800 kPa, a
temperatura de 23+1 °C. A umidade relativa no interior das camaras foi mantida a
95+2,5% (monitorada a cada 30’ com registrador de dados HOBO Prov2 U-23-001).

As placas permaneceram por 3 e 6 dias sob presséo hiperbarica (PH), sendo
cada periodo repetido por 3 vezes. Ao término de cada periodo de tratamento, as
camaras foram despressurizadas automaticamente durante 2h, e imediatamente foi
determinado o crescimento micelial das placas de cada camara. Para acompanhar o
crescimento dos fungos in vitro ap0s as pressdes hiperbaricas, as placas foram
incubadas (PH+l) em BOD a temperatura de 26+1 °C (Alternaria sp.) e 20+1 °C
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(Botrytis cinerea) e 12 h de fotoperiodo até que o tratamento controle (100 kPa)
atingisse a borda da placa.

Para se determinar o efeito das pressdes hiperbaricas no crescimento micelial
dos fungos, as placas de cada tratamento foram avaliadas diariamente, desde a
retirada das pressodes, o qual foi determinado pela média dos didametros (mm), dos
dois eixos perpendiculares entre si, com o auxilio de um paquimetro digital (Mitutoyo,
modelo CD-6).

No ultimo dia do periodo de incubacdo (3+7 e 6+4 dias) foi realizada a
germinacdo dos conidios de cada fungo, sendo depositada 120 uL da suspensao
conidial (2 x 10° conidios mL™), retirada das placas submetidas as pressoes,
preparada conforme os procedimentos detalhados no item 3.2, em laminas contendo
Agar-Agua a 1% gelatilizado (Kasvi®'). Ap6s 24 h de incubacdo a 25+1 °C e
auséncia de luz em estufa de cultura bacterioldgica (Quimis Q316M). Foram
observados 200 conidios por laminas por tratamento, em microscopio Gtico
(Olympus CX41), considerou-se germinado o conidio que apresentou o tubo
germinativo de tamanho igual ou superior ao seu comprimento (MERCIER et al.,
2001).

3.5 Efeito de pressdes hiperbaricas no controle de Alternaria sp. e Botrytis

cinerea em tomates inoculados

Os tomates selecionados foram perfurados em um uUnico ponto na regiao
equatorial (1 mm de diametro e 2 mm de profundidade), com auxilio de uma haste
de metal pontiaguda e, com o auxilio de uma seringa de cromatografia foram
inoculados 10 pL de suspensdo de conidios (2 x 10° conidios mL™, preparada
conforme item 3.2), a qual foi constantemente agitada (PALOU et al., 2008). Os
frutos permaneceram em temperatura ambiente 23+x1 °C, por 24 h para
estabelecimento dos in6culos. Em seguida, foram colocados 25 tomates em cada
camara, as quais foram seladas, e submetidos a pressdo de 100 (controle), 200,
400, 600 e 800 kPa a temperatura de 23+1 °C. A umidade relativa no interior das
camaras foi mantida a 95+2,5% (monitorada a cada 30’ com registrador de dados
HOBO Prov2 U-23-001).
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Os tomates permaneceram por 3 e 6 dias sob pressdo hiperbarica (PH),
sendo cada periodo repetido por 3 vezes, num total de 12 colheitas (2 periodos x 2
fungos x 3 repeticdes). Ao término de cada periodo de tratamento, as camaras foram
despressurizadas automaticamente durante 2 h. De cada camara, 5 tomates
(unidade experimental) foram avaliados e os demais armazenados a temperatura
ambiente (PH+A) de 23+1 °C, 50% UR, 100 kPa, por mais 2 e 4 dias, para

acompanhamento da evolucao dos fungos nos tomates.

3.5.1 Avaliacdes

a) Incidéncia das doencas (%): em cada periodo de avaliacdo (PH e PH+A), a
incidéncia de frutos com sintomas de Alternaria sp. e B. cinerea foi determinada

visualmente, e expressa em porcentagem de frutos infectados.

b) Severidade das doencas (mm): em cada periodo de avaliacdo (PH e PH+A), a
severidade foi determinada nos frutos, como sendo a média do diametro da lesdo
(mm), a qual foi medida em dois sentidos ortogonais dos frutos, com auxilio de um

paquimetro digital (Mitutoyo, modelo CD-6).

Para a determinacdo da atividade enzimatica, em cada periodo de avaliacao
(PH e PH+A), foram selecionados 5 frutos com lesdes de tamanho semelhante,
cujas sementes e estruturas fungicas foram retiradas. Utilizou-se 50 mm dos tecidos
sadios em torno da area lesionada, os quais foram macerados em nitrogénio liquido
com o auxilio de um moinho (lka ® All basic). As amostras de cada tratamento
foram armazenadas em ultrafreezer a -80 °C, para posterior avaliacdo da atividade

enzimatica.

c) Atividade da B-1,3 glucanase (EC 3.2.1.39): foi determinada pela quantificacdo
colorimétrica da glicose liberada pela laminarina, por meio do uso da hidrazida do
acido p-hidroxibenzéico (PAHBAH) (LEVER, 1972). O extrato enzimatico foi obtido
da centrifugacdo a 20 000 g durante 25 min a 4 °C, de 1 g das amostras dissolvida

em 600 uL de tampao fosfato de potassio 100 mM (pH 7,5). A mistura da reacao foi
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incubada a 37 °C por 1 h, contendo 150 uL do extrato enzimatico e 150 uL de
laminarina (0,2%). ApOs esse periodo, foi acrescentado 1,5 mL de solucdo de
PAHBAH (0,5 g dissolvido em 20 mL de HCL 0,5 M, acrescido de 80 mL de NaOH
0,5 M), e em seguida essa mistura foi aquecida a 100 °C, por 10 min. Ap6s o
resfriamento até a temperatura de 25 °C, as amostras tiveram suas absorbancias
determinadas a 410 nm em espectrofotdbmetro UV-visivel (Femto, 700 plus, Sao

Paulo, Brasil), e os resultados expressos em ug de glicose min™® mg™ de proteina.

d) Atividade da Catalase (CAT) (EC 1.11.1.6): foi determinada conforme Kar e
Mishra (1976). A reacéo foi obtida combinando-se 150 yL de amostra extraida em
tampao fosfato de potassio + EDTA + DTT + PVPP 100 mmol L™ (pH 7,5). Utilizou-
se 1950 uL de tampao fosfato de potassio 100 mmol L™ (pH 7,5) como tampéo de
determinacao, 150 uL de tampéao fosfato de potassio + EDTA + DTT + PVPP 100
mmol L™* (pH 7,5), como tampado de extracdo e 750 pL solugdo de perdxido de
hidrogénio 50 mM como substrato enzimatico. As leituras foram feitas em
espectrofotdometro com absorbéncia a 240 nm. A atividade enzimatica foi expressa

em pmol H,O, degradado min™ g* de proteina.

e) Atividade da Fenilalanina aménia-liase (PAL) (EC 4.3.1.5): foi determinada pelo
método de Peixoto et al. (1999), na qual o extrato foi obtido pesando-se 1 g de
amostra e adicionando-se 10 ml da solucdo de tampao de borato 0,1 M, centrifugado
por 20 min a 4 °C. A amostra foi preparada com 1,0 ml de extrato e 2 ml de com
tampéao borato 0,2 M e incubada a 36 °C por 5 min. Posteriormente, foi adicionado 1
ml de fenilalanina, e em seguida, a amostra foi incubada por 1 h a 36 °C. Apos este
periodo foi adicionado 0,1 ml de &cido cloridrico a 6M para paralisar a atividade
enzimatica. As amostras tiveram suas absorbancias determinadas em 290 nm e os

resultados foram expressos em nmol min mg™ de proteina.

f) Atividade da Peroxidase (POD) (EC 1.11.1.7): foi determinada conforme Lima;
Brasil e Oliveira (1999). A reacdo foi composta de 1 mL de extrato enzimatico com
0,5 mL de 30% de peroxido de hidrogénio em tampéo fosfato de potassio 0,2 M (pH

6,7) e 0,5 mL de solucdo de fenol e aminoantipirina. O sistema de reacdo foi
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colocado em banho-maria a 30 °C durante 5 min. Adicionou-se 2 mL de alcool etilico
absoluto para parar a reacao e realizar a leitura em espectrofotdbmetro a 505 nm de
absorbancia. A atividade especifica da peroxidase foi expressa em pmol de H,O,
decomposto por min g™ de proteina.

g) Atividade da Superoxido dismutase (SOD) (EC 1.15.1.1): foi determinada,
conforme Beauchamp e Fridovich (1971). A reacéo foi obtida combinando-se 50 pL
de extrato enzimatico, 2 mL de 50 mmol L™ de tampa&o fosfato de sédio pH 7,8, 450
uL pmol L™ da mistura de p-nitro azul de tetrazélio (NBT) (33 umol L™) e EDTA (0,66
mmol L) (5:4), 0,5 mL da mistura de L-metionina (5 mmol L™) e riboflavina (1,65 mol
L") (1:1), totalizando um volume de 3,0 mL. Apds iluminacdo dos tubos, com
lampadas fluorescentes de 20 W, por 20 min, a 25 °C, a reducdo do NBT foi medida
por leituras de absorbéancia, em espectrofotdmetro, a 560 nm. A atividade da SOD foi
expressa em U mg™ de proteina, em que “U” representa a quantidade de enzima

necessaria para inibir em 50% a raz&o de reducéo do NBT.

h) Conteudo de licopeno: para determinar o contedado de licopeno foi utilizada a
metodologia de Nagata e Yamashita (1992). Para tal, 2 g da polpa foi transferida
para um tubo Falcon de 50 mL, adicionando-se a solugcédo extratora a base de
acetona P.A. (4 mL) e hexano P.A. (6 mL), homogeneizando-se em agitador tipo
Vortex (Phoenix Luferco, modelo AP 56, Araraquara, Brasil). Depois de
homogeneizado, foi retirado 4 mL da fase liquida e colocada em cubeta de quartzo
para a leitura em 663 nm (clorofila a), 645 nm (clorofila b), 505 nm (licopeno), 453
nm (B-caroteno).

Para quantificar o contetdo de licopeno foi utilizada a equacéo (2).

Licopeno =-0,0458 Aggz + 0,204 Agss + 0,372 Asgs — 0,0806 Auss (2)
Em que Axxx = absorbancia no comprimento de onda especificado.

Os resultados foram expressos em mg 100 g de polpa.

i) Conteddo de polifenodis extraiveis totais: a determinacdo foi realizada pelo

meétodo espectrofotométrico, utilizando o reativo de Folin-Ciocalteu (SINGLETON;
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ROSSI Jr., 1965). Foram pesados 2 g do material fresco e colocadas em tubos de
centrifuga, contendo acetona a 50%. Em seguida, foram levados para banho
ultrassonico por 20 min e, posteriormente, centrifugados a 6.000 x g durante 10 min,
recuperando-se o sobrenadante. O precipitado foi reextraido e os sobrenadantes
combinados. Aliquotas de 0,1 mL do sobrenadante foram transferidas para tubos de
ensaio, juntamente com 0,5 mL do reagente Folin-Ciocalteau e 2,5 mL de solucéo
saturada de carbonato de sédio (Na,COsz). Ap6s 1 h de reacdo (completa
precipitacdo do carbonato) foi realizada a leitura em espectrofotbmetro com
absorbancia a 725 nm. Os resultados foram expressos em mg equivalente de acido

gélico por 100 g™ polpa (mg GAE 100 g polpa).

j) Conteudo de proteinas sollveis totais: foi determinada utilizando-se o método
de Bradford (1976). O extrato enzimatico foi obtido pensando-se 1 g da amostra e
dissolvida em 5 ml de tampao de fosfato de potassio pH 6,7. Em cada 500 uL de
amostra foram adicionados 2,5 mL de reagente e mantidos no escuro por 5 min
concentrado de Bradford. As amostras tiveram suas absorbancias determinadas em

595 nm e os resultados foram expressos em pg proteina mL™.

3.6 Anédlise estatistica

Para cada fungo, foi utilizado o delineamento em blocos ao acaso (DBC) com
10 tratamentos e 3 repeticdo (colheitas), com esquema de analise fatorial 5 x 2,
sendo os fatores: cinco pressdes (100, 200, 400 600 e 800 kPa) e dois periodos de
presséao hiperbarica (3 e 6 dias).

Os dados foram submetidos a analise de variancia (ANOVA), utilizando-se o
teste F para verificar o efeito dos tratamentos e o teste de Tukey para a comparacéo
de médias entres os tratamentos.

Foram realizadas analises de regressao polinomial para testar, os efeitos
linear e quadrético dos fatores sobre as varidveis avaliadas, sendo que, na escolha
da equacdo de regressdo foram adotados 0s seguintes critérios: regressao

significativa (cujo valor de F foi significativo ao nivel de 5% de probabilidade),
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coeficiente de determinacéo (R?) e explicacdo biolégica em consonancia com o
modelo estatistico.

Nas andlises estatisticas foi empregado o programa Agrostat versdo 1.1,
desenvolvido por Barbosa e Maldonado Junior (2015).

4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Efeito de pressodes hiperbéaricas no controle de Botrytis cinerea in vitro

Nos periodos de PH (3 e 6 dias) e PH+I (3+7 e 6+4 dias) houve uma relacao
inversamente proporcional (P<0,01) entre o crescimento micelial de B. cinerea,
representado pelo didametro micelial (mm), e a pressédo aplicada (Figura 2). No
periodo de 3 dias de PH, as pressfes de 600 e 800 kPa foram as mais eficientes,
com reducao significativa média de 80% no crescimento micelial de B. cinerea, em
relacdo ao controle. Enquanto no 6° dia de PH, a pressdo de 800 kPa reduziu
significativamente o crescimento micelial em 60%, quando comparada com o
controle (100 kPa) (Figura 2).

Na avaliagao final (3+7 dias), as coldnias das pressdes de 100, 200 e 400 kPa
atingiram a borda da placa de Petri (diametro médio de 90 mm), enquanto as
pressdes de 600 e 800 kPa reduziram significativamente o crescimento micelial, em
média 40%, com diametro micelial médio de 54 mm. Enquanto, no periodo de 6+4
dias ndo houve diferencas significativas do crescimento micelial das pressbes
hiperbaricas e do controle (Figura 2).

Esses resultados indicam que tratamentos com as pressfes de 600 ou 800
kPa, por apenas 3 dias, interferiram no crescimento micelial, com a reducdo na
velocidade do crescimento do fungo, mantendo assim o diametro da colbnia em
niveis baixos por até 7 dias apos a retirada da presséao.

A taxa de germinacdo dos conidios de B. cinerea foi reduzida
significativamente (P<0,01) e de maneira gradual, com o incremento das pressoes
aplicadas, com a menor taxa de germinacao dos conidios na pressao de 800 kPa de
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60 e 75%, respectivamente, nos periodos finais de incubacdo de 3+7 e 6+4 dias, em

relacdo ao controle, que obteve 100% dos conidios germinados (Figura 3).
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Figura 2. Relag&o entre o crescimento micelial (mm) de Botrytis cinerea e a pressao
hiperbarica aplicada por 3 e 6 dias a 23 °C e 95% UR, e por 7 e 4 dias em condi¢cao
de ambiente a 20 °C, 12 h de fotoperiodo e 100 kPa. ** significativo (P<0,01)

Embora tenham sido publicados resultados promissores sobre o uso de
pressdes hiperbaricas na conservacao pos-colheita de algumas frutas e hortalicas,
pesquisas quanto ao efeito das pressbes hiperbaricas no crescimento de
microrganismos causadores de podridées na pos-colheita sédo limitadas ou de
carater exploratério.

Segundo Liplap et al. (2014a), incrementos na presséo de 850 kPa por 7 dias
reduziram significativamente o crescimento de bactérias, porém a intensidade foi
variavel em funcdo da espécie, com reducdo de 71, 56 e 43% no crescimento de
Pseudomonas cichorii, Pectobacterium carotovorum, e Pseudomonas marginalis.
Resultados semelhantes foram relatados por Barkai-Golan (2001), com a utilizagao
de tratamentos hipobaricos (baixa presséo), os quais promoveram uma inibicdo do
crescimento micelial de B. cinerea, sob pressbes de 3 a 6 kPa por 5 dias, porém
ocorreu uma retomada do crescimento apos exposicao as condicbes de ambiente
(100 kPa, 20 °C).
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Neste ensaio, foram encontrados resultados promitentes do efeito direto das
pressdes hiperbaricas no crescimento de B.cinerea in vitro, visto que a maior
pressdo aplicada de 800 kPa se mostrou eficiente na reducdo do crescimento
micelial e na taxa de germinacéo desse fungo apés o 3° dia de PH. Entretanto, cabe
destacar que a acao nao foi fungistatica, pois o fungo retomou o crescimento micelial
apos as condi¢des de incubacado (100 kPa, 20 °C e 12 h de fotoperiodo).
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Figura 3. Relacao entre a taxa de germinacao (%) de Botrytis cinerea e a pressao

hiperbarica aplicada ap6s 7 e 4 dias em condicédo de incubacdo a 20 °C, 12 h de
fotoperiodo e 100 kPa. * significativo (P<0,05); ** significativo (P<0,01)

4.2 Efeito de pressbes hiperbaricas no controle do mofo cinzento de

tomates inoculados com Botrytis cinerea

a) Incidéncia e severidade do mofo cinzento

Houve uma relacéo funcional significativa (P<0,01) entre a presséo aplicada e
a incidéncia da doenca nos tomates, nos periodos de armazenamento hiperbarico e
nas condi¢des de ambiente (Figura 4 e 5).
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As pressbes de 600 e 800 kPa reduziram significativamente a ocorréncia e
severidade das lesdes dos tomates, com 3 e 6 dias de PH, ndo houve diferencas
significativas na incidéncia do mofo cinzento entre os periodos. Porém, a pressdo de
800 kPa foi significativamente mais eficiente, controlando o desenvolvimento do
fungo apods 3 dias de presséo, e reduzindo a incidéncia para 5% apos 6 dias de PH
(Figura 4).
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Figura 4. Relacdo entre incidéncia (%) do mofo cinzento de tomates ‘Débora’
inoculados com B. cinerea e a pressao hiperbarica aplicada por 3 e 6 dias a 23 °C e
95% UR. ** significativo (P<0,01)

Na condi¢cdo de ambiente (PH+A), constatou-se aumento na incidéncia da do
mofo cinzento dos frutos tratados e ndo tratados com as pressfes hiperbaricas.
Todavia, a incidéncia de frutos com mofo cinzento foi significativamente menor
naqueles que foram tratados com 800 kPa, com 25% (3+4 dias) e 63% (6+4 dias) de

frutos infectados, em relagcéo as demais pressdes (Figura 5A e 5B).
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inoculados com B. cinerea e a pressao hiperbarica aplicada, apos 2 dias (A) e 4 dias
(B) em condicdo de ambiente a 23 °C, 50% UR e 100 kPa. ** significativo (P<0,01) *
significativo (P<0,05)

Para a severidade da doenca ocorreu uma relagcdo funcional significativa
(P<0,01) entre a pressao aplicada nos periodos de armazenamento hiperbarico e
nas condicdes de ambiente (Figura 6 e 7). Ndo houve diferenca estatistica na

severidade do fungo entre os tomates tratados com as pressdes de 100, 200 e 400
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kPa, com diferencas significativas em relacdo aos frutos da pressao de 600 e 800
kPa, nos dois periodos de PH (Figura 6). No 3° dia de PH, os tomates tratados com
800 kPa diferiram significativamente dos demais, ndo apresentando ocorréncia do
fungo, ou seja, este tratamento promoveu o controle do B. cinerea. No 6° dia, ndo
houve diferenca significativa entre os tomates tratados com 600 e 800 kPa (diametro
médio de 6,0 mm), com reducdo média de 68% na severidade da mofo cinzento, em

relacéo ao controle (diametro de 19,0 mm) (Figura 6).
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pressao aplicada por 3 e 6 dias a 23 °C e 95% UR. ** significativo (P<0,01)

Apés 2 dias de condicdo de ambiente, os tomates tiveram severidade
semelhante apds 3+2 e 6+2, sendo que os tomates tratados com 800 kPa tiveram
diametros médios de 8,2 mm, com reducdo de 67% em relacdo aos frutos do
controle (média de 24,7 mm) (Figura 7A).

Na avaliacao final, de 3+4 dias, os tomates tratados com 600 e 800 kPa
mantiveram a tendéncia do periodo antecedente, com reducdo significativa em
média de 68% na severidade do mofo cinzento, em relacdo ao controle. J4 no dia
6+4, a pressdo de 800 kPa foi mais eficiente, reduzindo significativamente a
severidade do mofo cinzento dos tomates (diametro de 18 mm) em 53%, em relagéo
ao controle (diametro de 38 mm) (Figura 7B).
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Figura 7. Relag&o entre severidade do mofo cinzento (mm) de tomates ‘Débora’ e a
pressdo aplicada, apos 2 dias (A) e 4 dias (B) em condigdo de ambiente a 23 °C,
50% UR e 100 kPa. ** significativo (P<0,01)

De acordo com Romanazzi et al. (2008), bagas de uvas submetidas a pressao
de 150 kPa por um curto periodo (24 h), e em seguida inoculadas com o fungo B.

cinerea, tiveram reducéo de 31% na incidéncia do mofo cinzento.
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Resultados semelhantes foram obtidos neste ensaio, cujos tomates
inoculados com B. cinerea e, posteriormente tratados com a pressao de 800 kPa,
independentemente do tempo de permanéncia no tratamento (3 ou 6 dias), tiveram
reducdo significativa na incidéncia do mofo cinzento. Enquanto a severidade da
doenca foi significativamente menor no 3° dia de 800 kPa, quando comparada com
as demais pressoes e com o 6° dia de PH (Figura 4 e 6).

Embora as pressfes hiperbéaricas utilizadas neste ensaio ndo controlaram o
mofo cinzento dos tomates, resultados promissores foram encontrados ao simular as
condicbes de comercializacdo, principalmente em 3+4 dias, no qual ocorreu uma
baixa incidéncia de frutos com o fungo, bem como, reducdo na severidade da

doenca nos tomates tratados com 800 kPa.

b) Conteudo de licopeno

Ap6s os periodos de pressdo hiperbarica (PH) foram obtidas diferentes
equacOes que relacionam o conteudo de licopeno dos tomates com a pressao
aplicada. Porém, para tal relacéo, as tendéncias foram similares nos periodos de 3 e
6 dias de PH, com reducdo do conteddo de licopeno com o aumento da pressao
aplicada (Figura 8).

Independentemente do tempo de permanéncia no tratamento hiperbarico (3
ou 6 dias), os tomates tratados com 600 e 800 kPa tiveram os menores conteudos
de licopeno (médias de 0,9 mg 100 g™ polpa), diferindo significativamente dos frutos
do controle, que tiveram média 1,9 mg 100 g™ polpa, o que representa reducdo de
50% no conteudo de licopeno dos tomates tratados com as maiores pressdes
(Figura 8).
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Figura 8. Relac&o entre o conteudo de licopeno de tomates ‘Débora’ inoculados com
B. cinerea e a pressao hiperbérica aplicada por 3 e 6 dias a 23 °C e 95% UR. **
significativo (P<0,01) * significativo (P<0,05)

Apos 2 dias de condicdo ambiente (PH+2), os tomates tratados com 400, 600
e 800 kPa tiveram os menores conteudos de licopeno, com médias de 1,0 mg 100 g
! polpa (3+2 dias) e 1,8 mg 100 g™ polpa (6+2 dias), diferindo significativamente da
pressao de 200 kPa e do controle (Figura 9A).

No final do periodo de armazenamento (PH+4), os tomates da presséao de
600 e 800 kPa tiveram os menores conteudos de licopeno, com médias de 1,8 e 2,4
mg 100 g* polpa, respectivamente nos dias 3+4 e 6+4, 0 que representa uma
reducdo média significativa de 22 e 11% no contetdo de licopeno em relagdo ao
controle (Figura 9B).
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Figura 9. Relacéo entre o conteudo de licopeno de tomates ‘Débora’ inoculados com
B. cinerea e a pressao hiperbarica aplicada, apos 2 dias (A) e 4 dias (B) em
condicdo de ambiente a 23 °C, 50% UR e 100 kPa. ** significativo (P <0,01) * significativo
(P<0,05)

Durante os processos de maturagao, a coloragao dos tomates muda de verde
para vermelha, a medida que a clorofila é degradada e, principalmente os
carotenoides (B-carotenos e licopeno) e antocianinas (xantofilas) sdo sintetizados

(SMITA et al., 2013; SU et al., 2015). Como o licopeno é o principal carotenoide nos



35

tomates, representando 71% do conteudo total em frutos maduros, séo relatados
incrementos de 9 a 25 vezes, durante o processo de amadurecimento, conferindo a
coloracao avermelhada aos frutos (DEL GIUDICE et al., 2015).

Segundo Inestroza-Lizardo et al. (2018), os tratamentos hiperbaricos de 600 e
800 kPa por 4 dias a 23 °C, retardaram o desenvolvimento da coloracdo vermelha
de tomates, devido a reducdo de 66% na sintese de licopeno, em relacédo aos frutos
do controle (100 kPa).

Resultados similares foram obtidos neste ensaio, sendo que as pressoes de
600 e 800 kPa reduziram em até 50% o conteudo de licopeno dos tomates apoés 3 e
6 dias de PH, mesmo quando mantidos em temperatura 6tima para a sintese do
licopeno (16 a 26 °C).

Porém, o amadurecimento dos frutos € um processo biolégico complexo, que
envolve mudancas na composicdo quimica, pigmentacdo, textura e sabor dos
tomates, mas também aumentam a suscetibilidade a infeccdo por patdégenos
(CANTU et.al., 2008; ZHANG et al., 2013). Isto também foi constatado por Wei et al.
(2016) em tomates do tipo cereja inoculados com B. cinerea e submetidos ao
tratamento combinado de ar quente (38 °C, 12 h) e Cryptococcus laurentii, 0s quais
tiveram incidéncia de 28% do mofo cinzento nos frutos no estadio vermelho e de
apenas 17% no estadio verde-maduro.

Os resultados obtidos neste ensaio também evidenciaram que o estadio de
maturacdo dos tomates pode influenciar a resisténcia contra os patégenos na poés-
colheita. Os tomates tratados com as menores pressoes (100, 200, 400 kPa) tiveram
amadurecimento mais acelerado, verificado pelo maior acumulo de licopeno, em
relacéo aos tratados com 600 e 800 kPa.

Esse comportamento pode ter tornado estes frutos mais suscetiveis (100 kPa)
a infeccdo por B. cinerea, comprovado pela maior incidéncia e severidade da mofo

cinzento, em ambos os periodos de PH e PH+A (Figura 5 e 7).

c) Atividade da enzima peroxidase (POD)

Em relagdo a atividade enzimatica da POD, houve relacdo funcional

diretamente proporcional (P<0,05), com o aumento da pressao aplicada, no 3° e 6°
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de PH, com diferencas significativas entre a atividade enzimatica da POD dos
tomates da pressdo de 600 e 800 kPa, com média 30% superior em relacdo ao

controle (Figura 10).
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Figura 10. Relacdo entre a atividade da enzima peroxidase (POD) de tomates
‘Débora’ inoculados com B. cinerea e a pressao hiperbarica aplicada por 3 e 6 dias a
23 °C e 95% UR. * significativo (P<0,05)

No 2° dia de condicdo ambiente (PH+2) ndo foi possivel estabelecer uma
relacdo funcional entre a atividade enzimatica da POD e a pressdo aplicada,
independentemente do tempo de pressdo, com atividade de 0,0016 e 0,0010 pmol
de H,0, decomposto min™ g* de proteina, respectivamente no dia 3+2 e 6+2.

No final do periodo de avaliacdo de 3+4 dias, houve uma relagdo funcional
inversamente proporcional entre a atividade enzimatica da POD e a pressao
aplicada. Os tomates submetidos as pressdes de 100, 200 e 400 kPa tiveram um
contetdo significativamente maior, média de 0,0020 pmol de H,O, decomposto min™
g’ de proteina, em relacéo a 0,0017 pmol de H,O, decomposto min™ g* de proteina
dos tomates das pressbes de 600 e 800 kPa. Porém, a atividade da POD dos
tomates submetidos a pressdao de 800 kPa nédo diferiu significativamente entre os

periodos finais de armazenamento (3+4 e 6+4 dias) (Figura 11).
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N&ao foi possivel estabelecer uma relacdo funcional entre a atividade desta
enzima e as pressoes aplicadas no periodo de 6+4 dias, com atividade média nos

tomates de 0,0015 umol de H,O, decomposto min™ g™ de proteina.
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Figura 11. Relagédo entre a atividade da enzima peroxidase (POD) de tomates
Débora’ inoculados com B. cinerea e a pressao hiperbarica aplicada, apds 4 dias em
condicdo de ambiente a 23 °C, 50% UR e 100 kPa. * significativo (P<0,05)

A elevacdo da atividade enzimética da POD esta associada com a ativacao
do sistema de defesa, em resposta a uma grande diversidade de agentes
estressores (ataques de patdgenos, insetos e estressores abidticos), funcionando
como um protetor eficaz das formas intermediarias reativas de radicais O, e radicais
peréxidos, além da formacé&o de lignina e suberina, oxidacdo de compostos fendlicos
e sinalizacao para a formacéo de fitoalexinas (NASCIMENTO; BARRIGOSSI, 2014).

Hashmi et al. (2013) verificaram que o tratamento hipobarico de 50 kPa por 4
h, induziu a atividade das enzimas relacionadas a defesa em morangos, como a PAL
e a POD, promovendo reducdo na incidéncia e severidade do mofo cinzento por 5
dias a 20 °C.

De maneira similar, os dados obtidos nos tratamentos hiperbaricos deste
ensaio demonstraram que as pressdes de 600 e 800 kPa induziram a atividade
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enzimatica da POD independentemente do tempo de permanéncia no tratamento (3
ou 6 dias).

Isto indica, que as pressdes hiperbéricas elevadas, podem ter induzido a
sintese da POD de maneira imediata apenas com 3 dias de PH, ativando os
mecanismos de defesa que se mantiveram até o final do periodo de armazenamento
(3+4). Neste periodo foi evidenciado uma reducédo significativa de 68% no diametro
do mofo cinzento dos tomates nas referidas pressdes em relagdo ao controle (Figura
7B), indicando uma possivel acdo preventiva da POD a infeccdo do patégeno nos
frutos.

A maior atividade da POD foi registrada nos tomates do controle (3+4 dias) o
que poderia estar relacionada com a deteriorizacdo oxidativa dos frutos que se
encontraram em estagio avancado de amadurecimento, também evidenciado pelo

maior contetdo de licopeno, em relacéo as demais pressoées (Figura 9).

d) Atividade da enzima fenilalania amonia-liase (PAL)

A atividade da PAL dos tomates e a pressdo aplicada tiveram relacao
funcional significativa (P<0,01), no 3° e 6° dia de PH, com uma tendéncia similar
entre os tratamentos. No entanto, a atividade da PAL nos frutos tratados com 6 dia
de PH foi significativamente maior, em média 200,1 nmol min™ mg™ de proteina, em
relacdo ao 3° dia (127,4 nmol min® mg™* de proteina). Nestes periodos n&o foram
observadas diferencas significativas na atividade da PAL nos tomates tratados com

as pressodes de 600 e 800 kPa em relagéao aos frutos do controle (Figura. 12).
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Figura 12. Relagéo entre a atividade da enzima fenilalanina amoénia-liase (PAL) de
tomates Débora’ inoculados com B. cinerea e a pressao hiperbarica aplicada por 3 e
6 dias a 23 °C e 95% UR. ** significativo (P<0,01)

Apés 2 e 4 dias de condicdo de ambiente (PH+2 e PH+4), a atividade
enzimatica da PAL apresentou uma relacéo funcional significativa (P<0,01), com o
aumento da presséo aplicada. Nos tomates tratados com 800 kPa, a atividade da
PAL foi significativamente maior em relacdo as demais pressfes, com meédias de
178,0 e 251,0 nmol min™ mg™ de proteina, respectivamente apés 3+2 e 6+2 dias na
condi¢cao de ambiente (Figura 13A).

No final do periodo de avaliacdo de 3+4 e 6+4 dias, foi registrada a maior
atividade da PAL nos tomates da pressao de 800 kPa, com média de 279,1 e 203,1
nmol min> mg™ de proteina, respectivamente em cada periodo, o que representa um
aumento significativo de 69 e 30% em relacao aos frutos do controle (165,3 e 161,3

nmol min* mg™* de proteina (Figura 13B).
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Figura 13. Relagdo entre a atividade da enzima fenilalanina-amoénia-liase (PAL) de
tomates ‘Débora’ inoculados com B. cinerea e a pressao hiperbarica aplicada, apos
2 dias (A) e 4 dias (B) em condicdo de ambiente a 23 °C, 50% UR e 100 kPa. **
significativo (P<0,01)

A fenilalanina amonia-liase (PAL) est& relacionada com estresse abiotico e
bidtico, podendo ser utilizada como indicador de resisténcia a esses agentes.
(VOGT, 2010). Também esta envolvida em diversas funcdes na planta como sintese

de fenilpropandides, com a conversao de fenilalanina em acido trans-cindmico com
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eliminacdo de amoénia, regulacdo do acumulo de lignina, que confere maior
resisténcia a parede celular das plantas (GAYOSO et al., 2010) e sintese de
compostos fendlicos (GONZALEZ-AGUILAR et al., 2010).

Em tomates do tipo cereja, o tratamento com ar quente (38 °C, 12 h) induziu a
atividade enzimatica da PAL, com a ativacdo da via dos fenilpropandides,
comprovada pela elevacdo dos teores de compostos fendlicos e flavonoides, os
quais estdo relacionados com aumento na resisténcia dos frutos a infecgao por B.
cinerea e Alternaria alternata (WEI et al., 2017).

Neste ensaio, as pressdes hiperbaricas ndo exerceram efeito positivo na
atividade da PAL, nos tomates apés 3 e 6 dias de PH. No entanto, apds a
permanéncia nas condicbes de ambiente (PH+A) houve incrementos significativos
na atividade enzimatica da PAL dos tomates tratados com 800 kPa em relacdo ao
controle (Figura 13B).

Neste caso, o incremento verificado na atividade enzimética da PAL no
periodo final de armazenamento (3+4 dias), pode ter favorecido a ativacdo dos
mecanismos de defesa nestes frutos, pelo aumento da resisténcia a infec¢ao por B.
cinerea, corroborado pela menor incidéncia (25%) e severidade (68%) da doenca,

em relacao ao controle (Figura 5B e 7B).

e) Conteudo de polifendis totais

Para o conteudo polifendis totais houve uma relagdo funcional significativa
(P<0,05) com a presséao aplicada apds a permanéncia de PH (Figura 14). Apés o 3°
dia ocorreu uma tendéncia linear negativa, com reducao significativa dos polifenois
dos tomates com o aumento da pressao, atingindo valores médios de 7,4 GAE 100
g’ polpa nas pressdes de 400, 600 e 800 kPa, diferindo significativamente do
controle com 8,6 GAE 100 g’ polpa. No 6° dia de PH ndo houve diferencas
significativas entre o conteudo de polifendis dos tomates tratados com 600 e 800

kPa, em relagéo ao controle, com médias de 8,2 GAE 100 g™* polpa (Figural4).
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Figura 14. Relacdo entre o conteudo de polifendis totais de tomates Débora’
inoculados com B. cinerea e a pressao hiperbérica aplicada por 3 e 6 dias a 23°C e
95% UR. * significativo (P<0,05)

Apos 2 dias de condigdo ambiente (PH+2), houve tendéncias distintas entre o
conteudo de polifendis totais dos tomates e a presséo aplicada (Figura 13A). Com
3+2 dias, a tendéncia foi linear positiva (P<0,05) entre o contetido de polifendis e a
pressdo aplicada, com 11,6 GAE 100 g™ polpa, nos tomates submetidos as pressées
de 600 e 800 kPa, a qual foi significativamente diferente das demais pressdes e do
controle (média de 8,9 GAE 100 g’ polpa). Em 6+2 dias a tendéncia foi linear
negativa (P< 0,01), cujos tomates da pressdo de 800 kPa com o menor contetdo de
polifendis totais(9,6 GAE 100 g™ polpa) (Figura 145A).

No final do periodo de armazenamento (PH+4), as tendéncias foram distintas
entre si, entre o conteddo de polifendis dos tomates e a pressao aplicada (Figura
15B). Com 3+4 dias, a tendéncia entre o contetdo de polifendis e a pressédo aplicada
foi similar ao periodo de 3+2 dias, com médias de 11,5 GAE 100 g* polpa para as
pressdes de 600 e 800 kPa, diferindo significativamente do controle (8,8 GAE 100 g*
polpa) (Figura 15B).

Em 6+4, o conteldo de polifendis nos tomates tratados a 800 kPa néao
diferiram significativamente daqueles do controle, com média de 10,3 GAE 100 g™

polpa (Figura 15B).
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Figura 15. Relacdo entre o conteudo de polifendis totais de tomates ‘Débora’
inoculados com B. cinerea e a presséao hiperbarica aplicada, apos 2 dias (A) e 4 dias
(B) em condicdo de ambiente a 23 °C, 50% UR e 100 kPa. ** significativo (P<0,01) *
significativo (P<0,05)

Os principais compostos fendlicos do tomate sédo os flavonoides e os acidos
fendlicos (LUTHRIA; MUKHOPADHYAY; KRIZEK, 2006), sendo que o acumulo de
flavonoides especificos, como derivados de miricetina, pode reduzir a suscetibilidade

dos tomates a infeccdes por B. cinerea (ZHANG et al., 2015). Resultados de Charles
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et al. (2008) corroboram com esse efeito, quando tomates foram tratados com
radiacdo UV-C (3.7 kJ m™) tiveram aumento na resisténcia contra B. cinerea, a qual
foi atribuida ao incremento dos compostos fendlicos e a formagéo de lignina e de
suberina, os quais produziram efeito fungistatico, devido a barreira fisica que
impediu a infeccédo do fungo nos frutos.

Os compostos fendlicos podem ser sintetizados pelas plantas em resposta ao
estresse, gerado por fatores bidticos (microrganismos e insetos) e abidticos (luz,
temperatura e radiacdo ionizante) (GONZALEZ-AGUILAR et al., 2010), os quais
ativam a PAL, principal enzima-chave envolvida na primeira etapa da sintese dos
fenilpropandides, resultando em compostos como fitoalexinas e ligninas, que
conferem maior resisténcia a parede celular das plantas contra a infeccbes por
patégenos (GAYOSO et al., 2010).

Neste ensaio, como as pressdes hiperbaricas exerceram efeito positivo na
atividade da enzima PAL (Figura 13B), com incrementos significativos nos tomates
tratados com 800 kPa apds 3+4 dias de armazenamento, presume-se que, isto pode
ter ativado a sintese dos compostos fendlicos especificos, os quais favoreceram os
mecanismos de defesa destes frutos e, consequentemente, o aumento da
resisténcia dos tomates a infeccdo por B. cinerea, comprovada pela menor

incidéncia e reducéo da severidade da doenca.

f) Atividade da enzima B-1,3 glucanase (GLU)

As tendéncias da atividade enzimatica da GLU nos tomates foram
influenciadas pelas pressdes, porém de maneira distinta entre os periodos de 3 e 6
dias de PH. No 3° dia a atividade da GLU foi 20% maior, com média de 6,4 nug
glicose min™ mg™ proteina, nos tomates da pressdo de 400, 600 e 800 kPa em
relacdo aos frutos da pressdo de 200 kPa e do controle (média de 5,3 ug glicose
min* mg™* proteina) (Figura 16).

Porém, a atividade da GLU no 6° dia apresentou comportamento inverso ao
periodo de 3 dias, com reducdo significativa de 18% na atividade dos tomates

tratados com 400, 600 e 800 kPa (média de 4,6 ug glicose min™® mg™* proteina), em
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relacdo a pressdo de 200 kPa e do controle (média de 5,6 ug glicose min™ mg*

proteina) (Figura 16).
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Figura 16. Relagao entre a atividade da 3-1,3 glucanase (GLU) de tomates Débora’
inoculados com B. cinerea e a pressao hiperbarica aplicada por 3 e 6 dias a 23 °C e
95% UR. ** significativo (P<0,01) * significativo (P<0,05)

Apdés armazenamento na condicdo de ambiente (PH+A), houve relacdo
funcional significativa (P<0,01) entre a atividade da GLU e a presséao aplicada. Apos
3+2 e 3+4 dias, foram observadas tendéncias positivas semelhantes, cujos tomates
tratados com a pressdo de 600 e 800 kPa tiveram atividade da GLU
significativamente superior, de 68 e 44%, respectivamente em 3+2 e 3+4 dias,
guando comparadas com as obtidas nos frutos das demais pressdes e do controle
(Figura 17A e 17B).

Enquanto, nos dias 6+2 e 6+4 ndo houve diferencas significativas entre a
atividade da GLU dos tomates pressurizados em relagdo ao controle, sendo
registradas respectivamente médias de 4,6 e 3,9 pg glicose min® mg™* proteina
(Figura 17A e 17B).
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Figura 17. Relagao entre a atividade da -1,3 glucanase (GLU) de tomates Débora’
inoculados com B. cinerea e a pressao hiperbarica aplicada, ap6s 2 dias (A) e 4 dias
(B) em condi¢do de ambiente a 23 °C, 50% UR e 100 kPa. ** significativo (P<0,01)

A glucanase (GLU) catalisa juntamente com a quitinase a hidrélise de
polimeros presentes na parede celular de varios fungos. Varios trabalhos na pés-
colheita de frutas sugerem que essas proteinas estdo relacionadas a patogénese
(glucanases e quitinases), podendo ser induzidas durante a infec¢do por patégenos
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e/ou por tratamentos fisicos, com UV e ar quente (PAVONCELLO et al., 2001;WANG
et al., 2010).

A inducdo dessas enzimas pode estar relacionada com o aumento da
resisténcia de alguns frutos e hortalicas contra a infeccdo por patégenos comuns na
pos-colheita. Jin et al. (2016) relataram que o tratamento de morangos com ar
qguente (45 °C por 3,5 h) reduziu o diametro da lesdo de B. cinerea, com aumento
nas atividades das enzimas 3 1-3 glucanases, quitinases e PAL. Em tomates, Cota
et al. (2007) relataram que a quitinase e glucanase fazem parte dos mecanismos de
defesa desses frutos contra a infeccdo de Alternaria alternata, com diferentes
comportamentos, dependendo do estadio de maturacao e variedade.

Resultados similares foram obtidos neste ensaio, ap6s o tratamento dos
tomates com as pressdes de 600 e 800 por 3 dias, com incremento de 44% na
atividade da GLU em relac&o ao controle, apds a condicdo de ambiente (3+4 dias), o
gue pode ter contribuido para o aumento da resisténcia dos frutos a infec¢ao por B.

cinerea.

q) Atividade da enzima superdéxido dismutase (SOD)

Houve uma relacdo funcional significativa (P<0,05), entre a atividade
enzimatica da SOD dos tomates e a pressao aplicada nos periodos de PH e PH+A
(Figura 18 e 19).

A atividade da SOD dos tomates tratados com 600 e 800 kPa nao foi
influenciada pelo tempo de armazenamento na presséao hiperbarica (3 e 6 dias), bem
como nao houve diferencas significativas entre esses tratamentos e o controle, em

cada periodo (Figura 18).
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Figura 18. Relacdo entre a atividade da enzima superdxido dismutase (SOD) de
tomates Débora’ inoculados com B. cinerea e a pressao hiperbarica aplicada por 3 e
6 dias a 23 °C e 95% UR. * significativo (P<0,05)

Apés 2 dias de condicdo de ambiente, os tomates da pressédo de 800 kPa
tiveram atividade da SOD de 2,9 U mg* de proteina, com aumento significativo de
26% em relacdo aos frutos do controle. No dia 6+2 ndo houve uma relacéo entre a
atividade enziméatica de SOD e a presséo aplicada, com média de 2,5 U mg™ de
proteina (Figura 19A).

No final do periodo de armazenamento no dia 3+4, a atividade enzimatica da
SOD foi de 3,6 U mg™ de proteina nos tomates tratados com 800 kPa, sendo 30%
superior a obtida nos frutos do controle (2,8 U mg™ de proteina). Em 6+4 dias, a
média da atividade enzimética nos tomates submetidos as pressées de 600 e 800
kPa foi de 2,7 U mg™ de proteina, ou seja, 11% superior aos 2,4 U mg™ de proteina
dos frutos do controle (Figura 19B).

A alta atividade da SOD dos tomates da pressao de 800 kPa, no periodo de
3+4 dias, o que representa um incremento de 45% em relacdo ao periodo de 3 dias
de PH, pode estar relacionada ao retardo no inicio do amadurecimento, ja que estes
frutos tiveram um contetdo de licopeno menor, em relacdo controle. Enquanto a
baixa atividade da SOD, verificada nos tomates das pressdes menores,

provavelmente pode ser consequéncia da diminuicdo da sintese proteica associada
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a senescéncia, a qual é considerada o principal processo oxidativo das plantas,
capaz de aumentar a suscetibilidade dos frutos a infeccéo por patégenos (MAHARAJ
et al., 2014).
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Figura 19. Relacdo entre a atividade da enzima superoxido dismutase (SOD) de
tomates Débora’ inoculados com B. cinerea e a presséao hiperbarica aplicada, apos 2
dias (A) e 4 dias (B) em condicdo de ambiente a 23 °C, 50% UR e 100 kPa. **
significativo (P<0,01) * significativo (P<0,05)
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Como a SOD é considerada a primeira linha de defesa contra as espécies
reativas de oxigénio (EROs) capaz de aumentar na resisténcia dos frutos contra as
infeccdes por patégenos (GRATAO et al., 2005), tem sido intensamente estudada
apos os tratamentos fisicos na pés-colheita de diversos frutos e hortalicas, como a
radiacdo UV-C (2,0 KJ m™), que segundo Jin et al. (2017), induziu o aumento da
atividade das enzimas antioxidantes (SOD, CAT e APX), em morangos, contribuindo
para o aumento da resisténcia dos frutos a infecgao por B. cinerea.

Neste trabalho, as pressfes hiperbaricas por 3 e 6 dias ndo catalisaram a
atividade da SOD, ja que os conteudos verificados nos tomates pressurizados foram
similares aos obtidos no controle. Entretanto, a alta atividade dos tomates tratados
com 800 kPa apds 3+4 dias na condicdo de ambiente, pode ter favorecido a menor
incidéncia (25%) e reducédo da severidade (68%) do mofo cinzento, este fato também
demonstra o efeito positivo dos tratamentos hiperbaricos na inducédo da resisténcia a

doencas.

h) Atividade da enzima catalase (CAT)

Para a atividade enzimatica da CAT, houve uma relag&o funcional significativa
(P<0,01) positiva com a presséao aplicada nos dois periodos de PH (Figura 20).

Com 3 dias de PH, a atividade da CAT foi significativamente superior nos
tomates tratados com 400, 600 e 800 kPa, com média de 6,1 x10™"? pmol H,0,
degradado min™® g* proteina, em relacdo aos frutos do controle (2,5 x10™*? pmol
H.O, degradado min™ g™ proteina).

Ja no 6° dia, a pressao de 800 kPa promoveu um aumento significativo de
49% na atividade da CAT em relagcdo ao controle, porém esta atividade foi
semelhante a dos frutos armazenados por 3 dias, ou seja, o tempo de exposicao (3
ou 6 dias) dos frutos a pressédo elevada (800 kPa) nédo influenciou a atividade
enzimatica da CAT (Figura 20).
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Figura 20. Relagéo entre a atividade da enzima catalase (CAT) de tomates Débora’
inoculados com B. cinerea e a pressao hiperbarica aplicada por 3 e 6 dias a 23 °C e
95% UR. ** significativo (P<0,01)

Na condicdo ambiente de 3+2 dias, ndo foi possivel estabelecer uma relacao
funcional entre as pressées e a atividade da CAT, a qual foi em média de 7,6 x10™2
umol H,O, degradado min™ g™ proteina (Figura 21A). Enquanto, na avaliacéo de 6+2
dias, houve uma relacao funcional significativa (P<0,01), com a pressédo aplicada,
sem diferencas significativas na atividade da CAT dos tomates submetidos as
pressdes de 600 e 800 kPa e do controle (Figura 21A).

Aos 3+4 dias de condicdo de ambiente, o maior valor na atividade da CAT, foi
registrada nos tomates submetidos a 800 kPa (1,5 x10™** ymol H,O, degradado min™
g’ proteina), em relacdo as demais pressées e ao controle (Figura 21B). J4 em 6+4
dias, as maiores atividades ocorreram nos tomates submetidos as pressdes de 400,
600 e 800 kPa, com médias de 5,3 x10™*? uymol H,0, degradado min™* g* proteina,
as quais foram significativamente diferentes do controle (1,9 x10™* pmol H,O;

degradado min™ g* proteina) (Figura 21B).
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Figura 21. Relacdo entre a atividade da enzima catalase (CAT) de Débora’
inoculados com B. cinerea e a pressao hiperbarica aplicada, ap6s 2 dias (A) e 4 dias
(B) em condi¢do de ambiente a 23 °C, 50% UR e 100 kPa. ** significativo (P<0,01)

A CAT desempenha um papel importante na remocao de peréxido de
hidrogénio (H,O,) das células vegetais, por meio da dismuta¢do do H,O, gerado nos
peroxissomas por oxidases envolvidas na [(-oxidacdo de &cidos graxos,
fotorrespiracdo e catabolismo purinico (IGAMBERDIEV; LEA 2002; GILL;TUTEJA,
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2010). Por isso, a capacidade dos frutos em manter alta atividade da CAT é um
importante mecanismo de defesa contra os fatores de estresses (BOONKORN,
2016). Relatos indicam que tratamentos fisicos na pds-colheita de morangos, como
altas temperaturas (38 °C) e UV-C (2.0 kJ m™), induziram um incremento nas
atividades de SOD e CAT em relacdo ao controle, resultando no aumento da
resisténcia dos frutos a doenca causada por B. cinerea durante 12 dias de
armazenamento a 5 °C (JIN et al., 2017).

Nesse sentido, o0s resultados deste ensaio demonstraram que O
armazenamento hiperbarico a 800 kPa por 3 dias, propiciou a ativacdo da CAT dos
tomates, a qual se manteve elevada ap6s 4 dias nas condi¢cdes de ambiente. Isto
pode estar diretamente relacionado com uma maior protecdo das células ao ataque
dos patdgenos, resultando em uma menor infeccdo por B. cinerea, confirmada pela
menor incidéncia (25%) e severidade (68%) da doenca, em relacdo ao controle
(Figura5B e 7B).

4.3 Efeito de pressdes hiperbéaricas no controle de Alternaria sp. in vitro

Uma relacéo inversamente proporcional (P<0,01) entre o crescimento micelial
de Alternaria sp., representado pelo diametro micelial (mm), e a presséao aplicada
ocorreu no periodo de PH (3 e 6 dias) e de PH+I (3+7 e 6+4 dias) (Figura 22).

Apos 3 e 6 dias de PH, houve uma tendéncia linear negativa entre o diametro
micelial de Alternaria sp. com o aumento da pressao aplicada, sem diferencas
significativas entre os dois periodos. Porém, a pressdo de 800 kPa foi a mais
eficiente, reduzindo significativamente em 39% o crescimento micelial do fungo, em
relacédo ao controle (100 kPa) (Figura 22).

Nos periodos finais de incubacéo, 3+7 e 6+4 dias, a pressao de 800 kPa
reduziu significativamente o crescimento micelial, respectivamente em 43 e 14%, em

relacéo ao controle (Figura 22).
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Figura 22. Relacdo entre o crescimento micelial (mm) de Alternaria sp. e a pressao
hiperbarica aplicada por 3 e 6 dias a 23 °C e 95% UR e por 7 e 4 dias em condi¢éo
de incubacédo a 26 °C, 12h fotoperiodo e 100 kPa. ** significativo (P<0,01)

Similar aos resultados obtidos com Alternaria sp. in vitro sob tratamentos
hiperbaricos, estudos prévios com tratamentos hipobaricos (baixa presséo) revelam
gue o crescimento in vitro de fungos foi reduzido sob o armazenamento de 3 a 6 kPa
por 3 a 4 dias, porém o crescimento normal foi retomado apos a transferéncia para
as condi¢cdes ambientais (BARKAI-GOLAN, 2001; ROMANAZZI, 2001).

A taxa de germinagdo dos conidios de Alternaria sp. foi reduzida
significativamente (P<0,01) e de maneira gradual com o incremento das pressdes
aplicadas. No periodo final de incubacdo ocorreu reducdo de 45% (3+7) e de 27%
(6+4) na taxa de germinacdo dos conidios quando tratados com a pressdo de 800
kPa, diferindo significativamente em relacdo aos controles, que tiveram 100% dos

conidios germinados (Figura 23).
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Figura 23. Relagcédo entre a taxa de germinacéo (%) de Alternaria sp. e a pressao

hiperbarica aplicada apdés 7 e 4 dias em condicdo de incubacdo a 26 °C, 12h
fotoperiodo e 100 kPa. ** significativo (P<0,01) * significativo (P<0,05)

Ao contrério dos resultados obtidos com os tratamentos hiperbéaricos para a
germinacao dos conidios, Zhao et al. (2014) verificaram que tratamentos térmicos
(43 °C por 10, 20 ou 30 min) inibiram a germinacdo e o alongamento do tubo
germinativo de B. cinerea, devido a indu¢cdo no acumulo de espécies reativas de
oxigénio (EROs), ao colapso das membranas mitocondriais e a diminuicdo nos
niveis de ATP intracelular das células dos conidios.

De acordo com os resultados obtidos neste ensaio, a reducdo no crescimento
micelial (39%) de Alternaria sp. foi semelhante ap6s os periodos de 3 e 6 dias de
pressao hiperbéarica. Porém, apos 3 dias na presséo de 800 kPa verificou-se no final
do periodo de incubacédo (3+4 dias), menor crescimento micelial do fungo e menor
taxa de germinacdo dos conidios, em relagdo ao controle e ao periodo de 6 dias de
PH.

De maneira semelhante ao verificado em B. cinerea a acdo das pressodes
hiperbaricas em Alternaria sp. ndo foi fungistatica, visto que esse fungo retomou o
crescimento micelial, apds permanecer em condi¢cdes de incubacédo (100 kPa, 26 °C
e 12 h de fotoperiodo), porém com reducdo na taxa de crescimento micelial de 43%
apos 3+7 dias, quando comparadas com o controle.
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Estudos adicionais sdo necessarios para compreender melhor a influéncia
das pressdes hiperbaricas nos diferentes patdogenos fungicos, e como estes se
adaptam ao estresse provocado pelo tratamento nos meios nutritivos (BDA), ja que
estes podem ser bastante diferentes da superficie dos frutos, devido aos diferentes
fatores intrinsecos (pH e agua).

Portanto, seria interessante estudar o crescimento in vitro e a taxa de
germinacao dos fungos tratados com as pressdes hiperbaricas com a manipulacdo
dos fatores intrinsecos do meio de crescimento, bem como diferentes tempos de

exposicao e de temperatura.

4.4  Efeito de pressdes hiperbaricas no controle da mancha de alternaria nos

tomates inoculados com Alternaria sp.

a) Incidéncia e severidade da mancha de alternaria

Houve uma relag&o funcional significativa (P<0,05) entre a presséo aplicada e
a incidéncia da doenca no periodo de PH, sendo observadas tendéncias
inversamente proporcionais com o aumento da presséo aplicada (Figura 24).

Embora ndo tenham sido observadas diferencas significativas na incidéncia
da mancha de alternaria entre os dois periodos de permanéncia na PH (3 ou 6 dias),
a pressao de 800 kPa foi significativamente mais eficiente, com a ocorréncia da
mancha de alternaria em 71% dos frutos, em relacdo ao controle (Figura 24).

Apéds a permanéncia dos frutos na condicdo de ambiente (PH+A), constatou-
se um aumento na incidéncia da mancha de alternaria dos frutos tratados e néo
tratados com as pressdes hiperbaricas.

Todavia, ndo foi possivel estabelecer uma relagéo funcional (P> 0,05) para a
variavel em questdo, sendo que a incidéncia da mancha de alternaria foi semelhante
entre os tomates tratados e o controle, com 88 e 92% de ocorréncia,
respectivamente apds 2 e 4 de condicao de ambiente.
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Figura 24. Relacdo entre a incidéncia (%) da mancha de alteraria de tomates

‘Débora’ inoculados com Alternaria sp. e a pressao hiperbarica aplicada por 3 e 6
dias a 23 °C e 95% UR. * significativo (P<0,05)

Para a severidade da doenca ocorreu uma relacdo funcional significativa
(P<0,01) entre a pressao aplicada e no periodo de PH e PH+A (Figura 25 e 26).

A severidade da doenca nos tomates tratados com 800 kPa (diametro de 5,5
mm) foi 54% significativamente menor, em relacédo ao controle (diametro de 12 mm)
no 3° dia de PH. Enquanto que no 6° dia, ndo houve diferenca significativa entre os
tomates tratados com 600 e 800 kPa (diametro médio de 13,7 mm), com reducéo de
17% na severidade da doenca, em relagcdo a pressao de 400 kPa e do controle
(diametro médio de 16,5 mm) (Figura 25).
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Figura 25. Relagdo entre severidade (mm) da mancha de alteraria de tomates

‘Débora’ inoculados com Alternaria sp. e a pressao hiperbarica aplicada por 3 e 6
dias a 23 °C e 95% UR. ** significativo (P<0,01)

Apéds a permanéncia dos frutos na condi¢cdo de ambiente (PH+A), ndo houve
diferenca estatisticas nos tomates submetidos as pressdes hiperbaricas por 3 e 6
dias, porém constatou-se que os frutos tratados com 800 kPa tiveram reducao
significativa de 25% na severidade da mancha de alternaria, em relagéo ao controle,

apos 2 e 4 dias de condicdo de ambiente (Figura 26A e 26B).
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Figura 26. Relagdo entre severidade (mm) da mancha de alteraria de tomates
‘Débora’ inoculados com Alternaria sp. e a pressao hiperbarica aplicada, apos 2 dias
(A) e 4 dias (B) em condi¢cao de ambiente a 23 °C, 50% UR e 100 kPa. ** significativo

(P<0,01)

Embora Romanazzi et al. (2008) verificaram que bagas de uvas, submetidas a
pressdo de 150 kPa por um curto periodo (24 h), tiveram uma reducédo de 31% na

incidéncia do mofo cinzento, os resultados deste estudo evidenciaram que o0s
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tratamentos hiperbaricos ndo foram capazes de diminuir de maneira expressiva a
incidéncia da Alternaria sp. nos tomates apés 3 e 6 dias de permanéncia na pressao.
Os resultados obtidos neste ensaio, apos a condicdo de ambiente (3+4 dias),
revelaram que a presséo de 800 kPa por 3 dias, foram menos efetivas na redugao
da incidéncia e severidade de Alternaria sp., quando comparados com o efeito
verificado nos tomates inoculados com B. cinerea, o que evidencia uma variagcdo na
reducdo do desenvolvimento de diferentes patbgeno com as pressdes aplicadas.

De acordo com Hashmi et al. (2013), as variacdes no desenvolvimento das
podriddes nos frutos de morangos, submetidos aos tratamentos hipobaricos (baixa
pressao) de 25, 50 e 75 kPa por 4 e 6h, pode ter ocorrido devido ao tempo de
exposicao ao tratamento, diferentes cultivares, tempo de colheita e aplicagdo dos
tratamento e influencia de fatores relacionados a pré-colheita.

Diante disso, mais estudos sdo necessarios para aperfeicoar o tratamento
hiperbarico para as necessidades de cada fruto ou hortalica, com combinacao ideal
do binébmio, presséo e tempo, a fim de controlar os principais patégenos que causam
as podriddes da pés-colheita.

b) Conteudo de licopeno

Apos os periodos de tratamento hiperbarico e condicdo de ambiente houve
uma relacdo inversamente proporcional (P<0,01), entre o contetdo de licopeno dos
tomates e a pressao aplicada, sendo que, os tomates submetidos a presséo
hiperbarica (400, 600 e 800 kPa) apresentaram um contetdo menor de licopeno em
relacdo ao controle (Figura 27).

N&ao houve diferencas significativas no conteddo de licopeno dos tomates
entre os periodos de permanéncia de PH (3 e 6 dias), contudo os tomates tratados
com 600 e 800 kPa apresentaram conteido médio de 0,7 mg 100 g™* de polpa, com
reducéo significativa de 70%, em relacéo aos frutos do controle (2,4 mg 100 g* de

polpa) (Figura 27).
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Figura 27. Relagéo entre o conteudo de licopeno de tomates ‘Débora’ inoculados
com Alternaria sp. e a pressao hiperbarica aplicada por 3 e 6 dias a 23 °C e 95%
UR. ** significativo (P<0,01)

Os tomates tratados com 600 e 800 kPa tiveram os menores conteudos de
licopeno, com médias de 1,1 e 1,9 mg 100 g™ de polpa, respectivamente apés 2 e 4
dias de armazenamento na condicdo de ambiente, diferindo significativamente dos
frutos da pressdo de 400 kPa e do controle, com redugéo de 60 e 49% no conteudo
de licopeno em cada periodo (Figura 28A e 28B).

As tendéncias observadas nos periodos de avaliacdo de PH e PH+A dos
tomates inoculados com Alternaria sp. foram similares as verificadas nos tomates
com B. cinerea (Figura 8 e 9), com reducdo significativa do contetdo de licopeno dos
tomates com o aumento da pressao aplicada, e consequentemente, um retardo no

amadurecimento desses frutos
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Figura 28. Relagédo entre o conteudo de licopeno de tomates ‘Débora’ inoculados
com Alternaria sp. e a pressao hiperbérica, apos 2 dias (A) e 4 dias (B) em condi¢ao
de ambiente a 23 °C, 50% UR e 100 kPa. ** significativo (P <0,01) * significativo
(P<0,05)

Segundo Cantu et al., (2008) o amadurecimento dos frutos pode aumentar a
suscetibilidade a infec¢do por patdégenos, porém os resultados obtidos neste ensaio
ndo evidenciaram que o0 estddio de maturacdo dos tomates influenciou na

resisténcia contra a infeccdo por Alternaria sp. Embora apos 4 dias na condi¢cdo de
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ambiente, os tomates tratados com a pressao de 600 e 800 kPa tiveram o menor
contetdo de licopeno (1,9 mg 100 g™ de polpa) em relacéo ao controle, a incidéncia
da doenca foi semelhante ao controle (100 kPa) e a severidade da mancha de
alternaria foi reduzida em apenas 25%.

Contrariamente a estes resultados, os tomates inoculados com B. cinerea
tiveram contetdo de licopeno (1,8 mg 100 g™ de polpa) semelhante aos obtidos nos
tomates inoculados com Alternaria sp. apés 4 dias, porém a incidéncia foi menor de
25% e reducgédo expressiva de 68% na severidade da mancha de alternaria (Figura
5Be 7B).

c) Atividade da peroxidase (POD)

Houve relacéo inversamente proporcional (P<0,05), entre a atividade da POD
com o aumento da pressao aplicada, no periodo de tratamento hiperbarico (Figura
29).

No 3° dia de PH houve diferencas significativas entre a atividade enzimatica
da POD dos tomates da pressao de 400, 600 e 800 kPa, com média de 0,0009 pumol
de H,O, decomposto min™® g* de proteina, sendo menor em 31% em relagéo ao
controle (0,0013 pmol de H,O, decomposto min® g* de proteina). No 6° dia, os
tomates tratados com 600 e 800 kPa tiveram uma atividade da POD média de
0,0012 pmol de H,0, decomposto min™ g* de proteina, com reducao significativa de
32% em relacdo aos tomates da pressdo de 400 e do controle (média de 0,0018
pmol de H,O, decomposto min® g* de proteina). A atividade da enzima POD dos
tomates submetidos a pressdo de 800 kPa ndo foi afetada pelo tempo de

permanéncia na pressao (Figura 29).
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Figura 29. Relacdo entre a atividade da enzima peroxidase (POD) de tomates
‘Débora’ inoculados com Alternaria sp. e a pressao hiperbarica aplicada por 3 e 6
dias a 23 °C e 95% UR. * significativo (P<0,05)

Durante a condicdo de ambiente (2 e 4 dias) ocorreu uma relagao
inversamente proporcional, entre a atividade da POD e o aumento da pressao
aplicada com diferentes graus de significancia, porém os tomates apresentaram
atividade enzimatica similar entre os periodos de avaliacdo, independentemente do
tempo de permanéncia de PH. Apds 2 dias, os tomates tratados com 600 e 800 kPa
tiveram atividade enzimatica da POD meédia de 0,0013 pumol de H,O, decomposto
min™ g™ de proteina, significativamente menor (18%) em relacdo ao controle (Figura
30A). Em 4 dias, os tomates tratados com as pressdes de 400, 600 e 800 kPa
tiveram atividade enzimética média de 0,0015 pmol de H,O, degradado min™ g* de
proteina, significativamente menor (21%) em relacdo ao controle (0,0019 umol de

H,0, decomposto min™ g* de proteina) (Figura 30B).
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Figura 30. Relacdo entre a atividade da enzima peroxidase (POD) de tomates
‘Débora’ inoculados com Alternaria sp. e a pressao hiperbérica aplicada, apos 2 dias
(A) e 4 dias (B) em condi¢ao de ambiente a 23 °C, 50% UR e 100 kPa. ** significativo
(P<0,01) * significativo (P<0,05)

A POD pode ser considerada uma enzima indicadora do amadurecimento e
senescéncia em diversos tecidos vegetais, sendo que elevados niveis estdo

associados com a deterioracdo oxidativa de frutos que se encontram em estadio
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avancado de amadurecimento (CHITARRA; CHITARRA, 2005). Os resultados
encontrados no ultimo dia de simulacdo comercial (3+4 e 6+4) estdo em
concordancia com estas afirmacbes, cujos frutos do controle (100 kPa)
apresentaram atividade da POD superior aos tratados com as pressdes, uma vez
que estes também tiveram o maior conteudo de licopeno, evidenciando o
amadurecimento avancado.

De acordo com Nascimento e Barrigossi (2014), a elevagao da atividade
enzimatica da POD estd associada com a ativacdo do sistema de defesa, em
resposta a grande diversidade de agentes estressores (ataques de patdgenos,
insetos e estressores abidticos).

Entretanto, os resultados obtidos nesse ensaio indicam que o0s tratamentos
hiperbaricos ndo foram capazes de induzir a atividade da enzima POD, nédo
influenciando, possivelmente, os mecanismos de defesa contra a infeccdo por
Alternaria sp., demonstrada pela elevada incidéncia (88%) e reducdo de 25% do
didmetro da lesdo, nos periodos finais simulacdo comercial (3+4 e 6+4 dias). A
susceptibilidade aos patogénicos esta positivamente correlacionada com o grau de
amadurecimentos dos frutos e com a reducdo da atividade das enzimas
relacionadas a defesa.

Estes resultados contrariam o0s obtidos nos tomates inoculados com B.
cinerea, nos quais as pressodes de 600 e 800 kPa induziram a sintese da POD por 3
e 6 dias, com a ativacdo dos mecanismos de defesa, evidenciado pela baixa
incidéncia 25% da doenca e reducéo de 68% da severidade da doenga, em relacédo
ao controle, apos 4 dias de armazenamento na condicdo de ambiente (Figura 5B e
7B).

d) Atividade de fenilalanina amonia-liase (PAL)

Durante os periodos de armazenamento hiperbarico (PH), a atividade
enzimatica da PAL dos tomates e a pressao aplicada tiveram uma relacédo funcional
significativa (P<0,01) e com tendéncia similares (Figura 31).

No 3° dia de PH, os tomates tratados com as pressdes de 600 e 800 kPa

tiveram atividade enzimatica da PAL semelhante ao controle, com média de 265,7



67

nmol min® mg™ de proteina. No 6° dia de PH, os frutos da pressdo de 800 kPa
apresentaram a maior atividade da PAL, com 324,6 nmol min® mg™ de proteina,
diferindo significativamente das demais pressdes e do controle (100 kPa), os quais
tiveram em média atividade de 295,5 nmol min™ mg™ de proteina (Figura 31).
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Figura 31. Relacdo entre a atividade da enzima fenilalanina amonia-liase (PAL) de
tomates ‘Débora’ inoculados com Alternaria sp. e a pressao hiperbarica aplicada por
3 e 6 dias a 23 °C e 95%. ** significativo (P<0,01).

Durante os periodos de permanéncia na condicdo de ambiente (PH+A), a
atividade enzimatica da PAL dos tomates e a pressédo aplicada tiveram uma relacao
funcional positiva com diferentes significancias (Figura 32).

Apos 3+2 dias, a atividade enzimatica da PAL dos tomates tratados com 400,
600 e 800 kPa foi de 279,5 nmol min™ mg™ de proteina, com aumento significativo
de 12% em relacgéo ao controle (249,7 nmol min™ mg™ de proteina) (Figura 32A). No
dia 6+2, os tomates tratados com 600 e 800 kPa tiveram atividade média de 328,5
nmol min® mg™* de proteina, com aumento significativo (P<0,01) de 17% em relacéo
ao controle e a pressdo de 400 kPa (média de 280,3 nmol min™ mg™ de proteina)
(Figura 32A).

No final do periodo de armazenamento de 3+4 e 6+4 dias, foi registrada a
maior atividade da PAL, respectivamente de 319,2 e 359,8 nmol min® mg de
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proteina nos tomates tratados com 800 kPa, o que representa um aumento

significativo de 22 e 17 % em relacdo aos respectivos controles (262,2 e 307,2 nmol

min mg de proteina) (Figura 32B).
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Figura 32. Relacdo entre a atividade da enzima fenilalanina-amonia-liase (PAL) de
tomates ‘Débora’ inoculados com Alternaria sp. e a pressao hiperbarica aplicada,
apos 2 dias (A) e 4 dias (B) em condicao de ambiente a 23 °C, 50% UR e 100 kPa.
** significativo (P<0,01) * significativo (P<0,05)



69

A fenilalanina aménia-liase (PAL), € a principal enzima envolvida na sintese
dos fenilpropanoides, os quais participam da formacdo de metabolitos secundarios,
com destaque para compostos fendlicos, fitoalexinas e ligninas, relacionados com a
resisténcia aos estresses bioticos e abidticos (VOGT, 2010; NGADZE et al., 2012).

Neste ensaio, com tomates inoculados com Alternaria sp., as pressoes
hiperbaricas exerceram um efeito positivo na atividade da PAL, apds 3 e 6 dias, com
aumento gradual até o final do periodo nas condi¢cbes de ambiente, sendo que o0s
tomates tratados com 800 kPa apresentaram elevada atividade apds 6+4 dias.

Entretanto, os incrementos significativos na atividade enzimatica da PAL dos
tomates tratados com as pressdes elevadas nao foram suficientes para favorecer a
ativagdo dos mecanismos de defesa destes frutos, uma vez que estes nao
apresentaram reducao expressiva no desenvolvimento da Alteraria sp. De maneira
distinta, a atividade da PAL pode ter proporcionado aumento na resisténcia a
infeccdo por B. cinerea, corroborado pela menor incidéncia (25%) e severidade
(68%) da doenca, em relacdo ao controle, ap6s 4 dias de armazenamento na
condi¢cdo de ambiente (Figura 5B e 7B ).

e) Conteudo de polifendis totais

Apos 3 dias de PH houve uma relacéo funcional significativa (P <0,01), os
tomates tratados com as pressdes de 600 e 800 kPa tiveram reducdo significativa
média de 10% no contetido de polifendis totais (média de 9,8 GAE 100 g™ polpa),
em relacéo ao controle e a pressdo de 400 kPa (média de 10,4 GAE 100 g™ polpa).
No 6° dia de PH, houve uma relacéo funcional significativa (P<0,05), cujo conteudo
de polifendis totais dos tomates das pressdes de 600 e 800 kPa foi semelhante ao
dos frutos do controle (média de 10,0 GAE 100 g™ polpa). O contetido de polifenéis
totais dos tomates tratados com a presséo de 400 e 600 kPa foi semelhante entre os
periodos de PH (Figura 33).
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Figura 33. Relacdo entre o conteudo de polifendis totais de tomates ‘Débora’
inoculados com Alternaria sp. e a pressao hiperbarica aplicada por 3 e 6 dias a 23 °C
e 95% UR. ** significativo (P<0,01) * significativo (P<0,05)

Apos a condigdo de ambiente (PH+A), houve tendéncias semelhantes entre o
conteudo de polifendis totais dos tomates e a pressao aplicada (Figura 34). Em 3+2
dias, o conteudo de polifendis totais dos tomates tratados com 800 kPa foi de 10,4
GAE 100 g™ polpa, sendo 10% significativamente maior que as demais pressdes e o
controle (9,4 GAE 100 g polpa). Em 6+2 dias, os tomates da presséo de 400 e 800
kPa tiveram o maior contetido de polifenéis, 9,3 GAE 100 g™ polpa, ou seja, com
aumento de 16% em relac&do aos frutos de 600 kPa e do controle (8,1 GAE 100 g™
polpa) (Figura 34A).

No final do periodo de armazenamento de 3+4 e 6+4 dias, 0s tomates
tratados com 800 kPa apresentaram contetdo de polifendis totais de 10,8 e 9,6 GAE
100 g* polpa, respectivamente, com aumento de 12% em comparacdo aos frutos
dos respectivos controles (Figura 34B). De maneira geral, ndo ocorreu um aumento
expressivo no conteudo de polifendis dos tomates tratados com as pressdes
hiperbaricas no final do periodo na condicdo de ambiente, em comparacdo com
valores registrados nos periodos de permanéncia nas pressfes hiperbaricas (3 e 6
das).
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Figura 34. Relacdo entre o conteudo de polifendis totais de tomates ‘Débora’
inoculados com Alternaria sp. e a pressao hiperbérica aplicada, apés 2 dias (A) e 4
dias (B) em condicdo de ambiente a 23 °C, 50% UR e 100 kPa. ** significativo
(P<0,01).

A sintese e acumulo de compostos fendlicos, resultantes da ativacdo da via
dos fenilpropanoides pela principal enzima-chave a PAL, podem também
desempenhar um papel adicional nos mecanismos de defesa da planta, contra o

atagque de patdgenos fungicos (ZHANG et al., 2015).
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Os resultados verificados nos tomates inoculados com Alternaria sp., indicam
que as pressoes hiperbaricas exerceram um efeito positivo na atividade da enzima
PAL, com incrementos significativos nos tomates tratados com 800 kPa, apds 6+4
dias de armazenamento na condi¢do de ambiente (Figura. 32B).

Porém, ndo ocorreu uma ativacdo expressiva da sintese dos compostos
fendlicos dos frutos tratados com as pressdes, evidenciada pelo conteudo final em
3+4 e 6+4 dias terem sido semelhantes ao periodo de permanéncia no tratamento
hiperbéarico (3 e 6 dias). Diante disso, o contetudo de polifendis ndo influenciou os
mecanismos de defesa contra a infeccdo por Alternaria sp., da maneira que foi
constatado nos frutos inoculados com B. cinerea, nos quais 0 aumento na atividade
destes compostos secundarios de defesa, pode estar relacionado com a resisténcia
dos frutos a infecgcéo pelo mofo cinzento.

f) Atividade de B-1,3 glucanase (GLU)

As tendéncias da atividade enzimatica da GLU nos tomates foram
influenciadas pelas pressées com diferentes significancias, porém de maneira similar
nos periodos de 3 e 6 de PH. Os tomates tratados com 600 e 800 kPa tiveram média
de 8,6 e 9,4 nug glicose min mg™ proteina, o que representa atividade superior de 16
e 13%, em relagédo a pressédo de 400 e ao controle (média de 7,4 e 8,2 ug glicose

min* mg™ proteina), respetivamente, apds os 3 e 6 dias de PH (Figura 35).
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Figura 35. Relagao entre a atividade da B-1,3 glucanase (GLU) de tomates ‘Débora’

inoculados com Alternaria sp. e a pressao hiperbarica aplicada por 3 e 6 dias a 23 °C
e 95% UR ** significativo (P<0,01) * significativo (P<0,05)

Apéds o armazenamento na condicdo de ambiente (PH+A), houve uma relagéo
funcional significativa (P <0,01) entre a atividade da GLU e a presséao aplicada, com
excecdo para o dia 3+2 que nao houve diferencas significativas entre a atividade de
GLU nos tomates tratados com as pressfes em relagdo ao controle, com média de
8,6 ug glicose min* mg™ proteina.

No dia 6+2, os tomates tratados com 400, 600 e 800 kPa tiveram um aumento
na atividade enzimética de 17% (média de 9,1 ng glicose min™ mg™ proteina) em
relacdo ao controle (de 7,7 pg glicose min™ mg™ proteina). No entanto, a atividade
de GLU dos tomates tratados com 400 e 800 kPa foram semelhantes apds 2 dias de
condicdo de ambiente, independentemente do tempo de permanéncia no tratamento
hiperbarico (Figura 36A).

No final do periodo de armazenamento (PH+4), as tendéncias foram
similares, cujos tomates tratados com a pressdo de 600 e 800 kPa tiveram uma
atividade superior da GLU, média de 9,8 e 9,4 pg glicose min™ mg™ proteina,
respectivamente em 3+4 e 6+4 dias, com aumento de 15% em relag&o as atividades

obtidas nos frutos da pressdo de 400 kPa e do controle (média de 8,5 e 8,2 nug
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glicose min mg™ proteina). Porém, a atividade da GLU dos tomates tratados com a
pressdo de 800 kPa e do controle foram similares em ambos os periodos finais.
(Figura 36B).
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Figura 36. Relacdo entre a atividade da 3-1,3 glucanase (GLU) de tomates ‘Débora’
inoculados com Alternaria sp. e a pressao hiperbarica aplicada, apés 2 dias (A) e 4
dias (B) em condigéo de ambiente a 23 °C, 50% UR e 100 kPa ** significativo (P<0,01)
* significativo (P<0,05)



75

De acordo com Scott et al. (2018), a B-1,3-glucanase é geralmente
encontrada nas plantas em baixas concentracdes, mas quando as plantas sao
infectadas por patdégenos a concentracdo aumenta drasticamente. Além disso,
tratamentos fisicos na pés-colheita de tomates, como exposicdo a radiacdo
ultravioleta e ao calor, podem induzir um leve estresse, estimulando a sintese desta
enzima nos frutos.

Neste ensaio, a atividade da [-1,3-glucanase dos tomates foi
significativamente superior, logo apdés o tratamento com as pressdes hiperbérica,
portanto a possibilidade de envolvimento da -1,3-glucanase em estagio inicial do
desenvolvimento do fungo ndo pode ser descartada, ja que esta enzima hidrolisa
polissacarideos da camada externa das paredes celulares dos fungos e das
bactérias (VAN LOON et al., 2006). Além disso, o efeito proeminente deste
incremento permaneceu até o final do periodo de avaliacdo (3+4 e 6+4 dias), o qual
pode ter contribuido para a reducdo do diametro da lesdo, pressupfe-se que 0S
frutos podem reconhecer a invasédo pela Alternaria sp. devido aos elicitores das
proteinas relacionadas a defesa (PR), liberados pela glucanase, com consequente

producao de fitoalexinas (EL GHAOUTH et al., 2003).

g) Atividade da superoxido dismutase (SOD)

N&o ocorreu diferencas significativas entre a atividade enzimatica da SOD dos
tomates tratados com 3 ou 6 dias, portanto a atividade dessa enzima nao é
influenciada pelo tempo de permanéncia nos tratamentos hiperbaricos. No 3° dia de
PH, os tomates apresentaram atividade enzimética da SOD média de 2,5 U mg™ de
proteina. Apés 6 dias de PH, os tomates tratados com as pressfes de 600 e 800,
tiveram média de 2,4 U mg™ de proteina, o que representa 14% de reducdo em

relacdo aos 2,7 U mg™ de proteina do controle.
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Figura 37. Relacdo entre a atividade da enzima superdxido dismutase (SOD) de
tomates ‘Débora’ inoculados com Alternaria sp. e a pressao hiperbarica aplicada por
3 e 6 dias a 23 °C e 95% UR. ** significativo (P<0,01)

Com 2 e 4 dias de condicdo de ambiente, ndo se estabeleceu uma relacao
funcional significativa (P >0,01), entre a atividade da SOD e a pressao aplicada,
cujos tomates tiveram médias de 2,6 e 2,7 U mg™ de proteina, respectivamente.

Por ser um patdégeno necrotréfico, a Alternaria sp. obtém os nutrientes das
células hospedeiras mortas. Durante os processos de colonizacdo, este patégeno
desencadeia no hospedeiro a formacdo de espécies reativas de oxigénio (EROS),
em particular o H,O,, levando a morte celular programada, o que facilita a invasao
(CHUNG, 2012). Apesar de a SOD ser considerada enzima chave de defesa contra
o dano oxidativo das EROsg, através da catélise da reacdo de dismutagdo do anion
superéxido (02 em O, e H,0,, o qual é subsequente transformado em H,O pela
atividade da enzima catalase, ndo foi observada a atividade da SOD nos tomates
submetidos as pressdes hiperbaricas, que fossem capazes de combater a invasdo

da Alternaria sp.
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h) Atividade da catalase (CAT)

Para a atividade enzimética da CAT, houve uma relacdo funcional positiva
significativa (P<0,05), com a pressao aplicada nos periodos de 3 e 6 dias de PH
(Figura 38).

No 3° dia de PH, a atividade da CAT foi significativamente superior nos
tomates tratados com 400, 600 e 800 kPa, com média de 5,2 x10™*? pmol H,O, min™
g’ proteina, em relacéo aos frutos do controle com média de 4,1 x10™*? pmol H,O;
min™ g* proteina. Ap6s 6 dias, a atividade da CAT nos tomates sob pressdo de 600

"L proteina,

e 800 kPa, foi em média de 5,6 x10*? pmol H,O, mint g
significativamente maior (56%) que os frutos do controle (média de 2,4 x10™*? pmol
H.O, min™® g* proteina). Porém a atividade de CAT nos tomates da pressdo de 800
kPa foi semelhante entre os periodo de permanéncia de 3 e 6 dias de PH, nao

sendo influenciada pelo tempo de exposicdo (Figura 38).
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Figura 38. Relagao entre a atividade da enzima catalase (CAT) de tomates ‘Débora’
inoculados com Alternaria sp. e a pressao hiperbarica aplicada por 3 e 6 dias a 23 °C
e 95% UR. * significativo (P<0,05)
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Na condicdo de ambiente (PH+A) houve uma relacdo funcional significativa
positiva (P<0,05), entre a atividade da CAT e a presséao aplicada (Figura 39).

Em 3+2 dias a atividade da CAT foi de 5,8 x10™*? pmol H,0, min™ g™ proteina
nos tomates da pressdo de 800 kPa néo diferiu significativamente do controle,
enguanto em 6+2 dias, os tomates da pressao de 800 kPa tiveram a maior atividade
de CAT, com 8,3 x10™*? pmol H,O, min? g* proteina, em relacdo as demais
pressdes e o controle, com média de 6,2 x10™*? pmol H,O, min™ g™* proteina (Figura
39A).

No periodo final da condicdo de ambiente, foram observadas tendéncias
semelhantes entre a atividade da CAT com a presséo aplicada, cujos tomates da
pressao de 600 e 800 registraram a maior atividade da CAT, com média de 7,0 x10°
12 & 8,3 x10™ umol H,0, min™ g™ proteina, respectivamente, em 3+4 e 6+4 dias, em
relacdo aos frutos da pressédo de 400 kPA e do controle, que tiveram médias de 6,4
x10*? e 6,0 x10™* umol H,0, min™* g* proteina, em cada periodo (Figura 39B).

A CAT desempenha um papel importante na remocdo de peroxido de
hidrogénio (H20,), por isso, a capacidade dos frutos em manter a alta atividade da
CAT é um importante mecanismo de defesa contra os fatores de estresse
(BOONKORN, 2016).

Assim sendo, os resultados com os tomates inoculados com Alternaria sp.
revelaram que as pressdes de 600 a 800 kPa, independentemente do periodo de
permanéncia no tratamento (3 e 6 dias), propiciaram a ativacdo da CAT dos tomates
a qual se manteve elevada ap0s o armazenamento nas condi¢des de ambiente por 4
dias. Este fato, pode estar relacionado a protecdo das células ao ataque de
patogenos, verificado pela pequena reducéao na severidade da mancha de alternaria

em relacéo aos frutos do controle.
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Figura 39. Relagao entre a atividade da enzima catalase (CAT) de tomates ‘Débora’
inoculados com Alternaria sp. e a pressao hiperbérica aplicada, ap6s 2 dias(A) e 4
dias (B) em condigéo de ambiente a 23 °C, 50% UR e 100 kPa. * significativo (P<0,05)
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5. CONCLUSOES

In vitro, as pressdes elevadas de 600 e 800 kPa, por 3 dias, apresentaram
efeito positivo na reducdo do crescimento micelial e na taxa de germinacdo de
conidios de Botrytis cinerea. Enquanto que a pressao de 800 kPa, independente do
tempo 3 ou 6 dias, foi mais eficiente na redugéo do crescimento micelial e na taxa de
germinacao de Alternaria sp..

Os tomates ‘Débora’ submetidos a pressdo de 800 kPa tiveram redugao
significativa na incidéncia e na severidade do mofo cinzento (B.cinerea), apds 3 dias
de permanéncia no tratamento hiperbéarico, enquanto a redu¢do da mancha de
alternaria (Alternaria sp.) foi semelhante nos periodos de 3 e 6 dias.

Durante todos os periodos avaliados (PH e PH+A) ocorreu uma diminui¢ao
dos processos de amadurecimento dos frutos inoculados com B. cinerea e Alternaria
sp, verificado pela reducdo no acumulo de licopeno e diminuicdo da enzima POD, a
qual esta relacionada a senescéncia.

O aumento da atividade enzimatica da PAL, GLU e CAT pode ter contribuido
para 0 aumento da resisténcia da parede celular dos frutos e formacdo de
compostos secundarios, hidrélise da parede celular dos fungos e eliminacao do H,O,
das células, as quais tornaram os frutos menos suscetiveis ao crescimento do mofo

cinzento e da Alternaria sp.
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