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RESUMO

Diante do crescimento populacional, a demanda por alimentos tende a aumentar. Hoje, fazer
crescer a producdo de alimentos de modo seguro para a salde e 0 meio ambiente é um desafio.
Elicitores sdo compostos promissores para ajudar a solucionar esse desafio, pois séo indutores
de defesa de plantas contra fitopatdgenos, micro-organismos que causam perdas entre cerca 10
a 40% do rendimento da produgdo agricola mundial. Ulvanas e glucuronanas sao polissacarideos
que podem atuar como elicitores. A atividade desses carboidratos parece estar relacionada aos
grupos sulfato e aos residuos de ramnose e acido urénico. Como a goma de chicha (GCH), um
polissacarideo semelhante a goma de karaya, contém residuos de ramnose e de &cido urénico,
resolveu-se fazer modificagcbes quimicas nessa goma e realizar testes para avaliacdo da sua
capacidade de induzir resisténcia pos-colheita. A goma e derivados tiveram suas identidades
confirmadas por espectroscopia no infravermelho. A gravimetria térmica indicou que a goma
apos ser sulfatada (GCHS) e desacetilada (GCHDA) se tornou termicamente mais labil. As
massas molares de todos os derivados da goma chicha diminuiram ap6s as modificacdes. O **C-
RMN revelou que ocorreu sulfatagdo em C6 da galactose e no residuo de rhamnose. Mangas e
macas foram utilizadas para testar a atividade elicitora das gomas. Os frutos foram pulverizados
com as solucBes dos polissacarideos e a atividade de enzimas de defesa foi mensurada
utilizando-se o indutor comercial Benzotiadiazol (BTH) como controle positivo. GCHDA, e
principalmente GCHS, aumentaram (p < 0,05) a atividade da enzima guaicol peroxidase (GPX)
em 12-48 h, em macas. A atividade de PPO na polpa dessas frutas tratadas com GCHS
aumentou em 12 e 24 h (p <0,05). Este trabalho sugere que polissacarideos de exsudato vegetal

podem ser uma fonte promissora de compostos indutores de defesa vegetal.

Palavras-chave: elicitor; sulfatacdo; Sterculia; macés; mangas.



ABSTRACT

In view of the population growth, the demand for food tends to increase. Today, growing food
production in a way that is safe for health and the environment is a challenge. Elicitors are
promising compounds to help solve this challenge, as they induce plant defense against
phytopathogens, microorganisms that cause losses between 10 to 40% of the world's
agricultural production yield. Ulvans and glucuronans are polysaccharides that can act as
elicitors. The activity of these carbohydrates seems to be related to the sulfate groups and the
residues of rhamnose and uronic acids. As chicha gum (GCH), a polysaccharide similar to
karaya gum, contains residues of rhamnose and uronic acid, it was decided to make chemical
modifications to this gum and perform tests to evaluate its ability to induce post-harvest
resistance. The gum and derivatives had their identities confirmed by infrared spectroscopy.
Thermal gravimetry indicated that the gum after being sulfated (GCHS) and deacetylated
(GCHDA) became thermally more labile. The molar mass of all derivatives of chichd gum
decreased after the modifications. The **C-NMR revealed that there was sulfation in C6 of the
galactose and in the rhamnose residue. Mangoes and apples were used to test the eliciting
activity of the gums. The fruits were sprayed with the polysaccharide solutions and the activity
of defense enzymes was measured using the commercial inducer Benzothiadiazole (BTH) as a
positive control. GCHDA, and mainly GCHS, increased (p < 0.05) the activity of the enzyme
guaicol peroxidase (GPX) in 1248 h, in apples. The PPO activity in the pulp of these GCHS-
treated fruits increased at 12 and 24 h (p < 0.05). This work suggests that polysaccharides from

plant exudate may be a promising source of plant defense inducing compounds.

Keywords: elicitor; sulfation; Sterculia; apples; mangoes.



Figura 1

Figura 2

Figura 3
Figura 4
Figura 5
Figura 6
Figura 7
Figura 8
Figura 9
Figura 10
Figura 11
Figura 12
Figura 13

Figura 14

Figura 15

Figura 16

Figura 17
Figura 18

Figura 19

Figura 20
Figura 21

LISTA DE FIGURAS

Estrutura quimica do benzotiadiazol (BTH) (a) e do acido f-

aminobutirico (BABA) (D)....cocvieiie e s 26
Estrutura quimica basica das ulvanas (acima) e das glucuronanas

(BDAIX0). ... s 28
Arvore Serculia Strata. ..........ocovvevveeveeeeeseeeeeeeeereeesseee e e sees s 35
Estrutura quimica basica da goma do chiChd............ccccccoeiiiiiicnenns, 36
Esquema simplificado da reacdo de sulfatacdo de uma goma................. 37
Esquema simplificado da reacéo de desacetilagdo de uma goma............ 38
Esquema simplificado da reacdo de hidrolise de uma goma.................... 38
Fluxograma da extracdo da goma do ChiCha..............cccocvvivviiiieiieinnnen. 42
Fluxograma da sulfatacdo dos polissacarideos............cccecervereriverienrnnnn. 43
Fluxograma da desacetilacdo da goma do chicha...........c.cccccecvvvnrvrnnen. 45
Fluxograma da hidrdlise da goma do chicha e derivados........................ 47
FTIR para os polissacarideos usados nos testes preliminares.................. 53

Diametro medio das les6es causadas por antrachose em mangas

Tommy tratadas com goma do chicha. Apos 4 dias (a) e 6 dias (b)........ 54
Teste para manga Tommy tratada com goma do cajueiro. Apos 4 dias

(2) € 6 AIAS (1) veveeeie ettt e 54
Teste para manga Palmer tratada com goma do chicha. Apds 4 dias (a)

€ 6 i8S (D).rirveerie e e 55
Teste para manga Palmer tratada com goma do cajueiro. Apés 4 dias

(2) € 6 AHAS (10)...veieeeieeeie ettt e 55
Atividade da Fenilalanina amonia liase...........ccooevvveinniiniinie e 56

Teste antifungico para a goma do chichd (GCH) (a) e para a goma do

chicha sulfatada (GCHS) ().......cccooviiiieiiecicecce e 56
Teste antifingico para a goma do cajueiro levemente sulfatada (GCS)

(a) e para a galactomanana de Caesalpinia pulcherrima sulfatada

(101 I (o) TSRS 57
Teste antifungico para a Celulose Bacteriana Sulfatada (CBS)............... 57
Severidade de doenga causada por Penicilium em magcés Fuji tratadas

com derivados sulfatado e desacetilado da goma do chicha.................... 58



Figura 22
Figura 23
Figura 24
Figura 25
Figura 26
Figura 27
Figura 28
Figura 29
Figura 30
Figura 31
Figura 32
Figura 33
Figura 34
Figura 35
Figura 36
Figura 37
Figura 38
Figura 39
Figura 40
Figura 41
Figura 42
Figura 43
Figura 44
Figura 45
Figura 46
Figura 47
Figura 48
Figura 49
Figura 50
Figura 51

FTIR das gomas GCH, GCHDA e GCHH..........ccccoooeeiieeiiiiic e 60
Cromatogramas das gomas GCH, GCHDA e GCHH............ccccceevevnnnen, 61
Potencial zeta das gomas GCH, GCHDA e GCHH.........c..cccoecvvveinnnnne. 62
FTIR dagoma GCHS........cooi e e 64
Cromatograma da goma GCHS...........ccoi i 65
Potencial Zeta (PZ) das gomas GCH e GCHS...........cccoceveviiienecienenn, 66
FTIR das gomas GCHDA € GCHDAS..........cccooiiineiine e 66
Cromatogramas das gomas GCHDA e GCHDAS..........ccccooovvievievinnnnn, 67
Potencial zeta para as gomas GCHDA e GCHDAS..........cccociivvviennne. 68
FTIR das gomas GCHDA € GCHDAH..........ccocieiiiiie s 69
Cromatogramas das gomas GCHDA e GCHDAH..........cccccccevevevvineenne. 69
Potencial Zeta das gomas GCHDA e GCHDAH..........ccccooovevviievvceenne. 70
FTIR das gomas GCHH e GCHHS...........ocooiiiiiii e 71
Cromatograma das gomas GCHH e GCHHS...........ccccooviiiiiieciinenn, 71
Potencial Zeta de GCHH e GCHHS..........ccoooiiiiic e 72
Gréfico de distribuicdo de tamanho pela intensidade para GCHHS........ 73
Atividade da fenilalanina amdnia-liase nas polpas de manga.................. 74
Mangas tratadas CoOmM AQUAL........ccuervereerieeiesieeieesr e eseeree e e eee s eieenae e 74
Mangas tratadas Com GCH...........cccoceeieiiiiciece e 75
Mangas tratadas com GCHH.............ccco o 75
Mangas tratadas com GCHHS...........c.ccco e 75
Mangas tratadas com GCHDA............ccocieiece e e 76
Mangas tratadas com GCHDAH............cccccciiiiieiie e 76
Mangas tratadas com GCHDAS............cccco i s 76
Mangas tratadas com GCHS...........cccoocii e e 77
Mangas tratadas Com BiON..........cccecueiieiiiecece e e 77
Curvas de TGA (em ar) da GCH e seus derivados...........c.ccccueevervrinennn. 80
Curvas de DSC (em N2) da GCH e seus derivados...........cccceevvereerienienne. 81
Espectro de 13C-NMR da GCHS..........cccccoeiiiiiiieiece e 82

Atividade de GPX em macas Pink Lady em diferentes tempos apds a
pulverizagdo com &gua destilada (controle, Ctrl) e GCHDA (a), GCHS
() =3 = T I o) TR PSR PP 83



Figura 52

Figura 53

Figura 54

Figura 55
Figura 56
Figura 57
Figura 58
Figura 59
Figura 60
Figura 61

Atividade de PPO em magas Pink Lady ap6s pulverizagdo com agua
destilada (controle, Ctrl) e GCHDA (a), GCHS (b) e BTH (C)......c.vn..... 84
Teor de lignina (derivados de TGA, mg g~ FW) extraida de polpas de

maca (cv. Pink Lady) 72 h apds pulverizacdo com eliciadores. As

macas controle (Ctrl-) foram pulverizadas com agua destilada. As

mesmas letras indicam que os valores ndo diferiram significativamente

de acordo com o teste de Tukey (p> 0,05).....cccoviviirinnieieenee e 85
Espectros de ressonancia magnética nuclear de carbono-13 da goma de
chicha bruta (GCH) e desacetilada (GCHDA).........cccoceiiiiiniecceees 105
Gréfico de distribuicdo de tamanho pela intensidade para GCH............. 107
Gréfico de distribuicdo de tamanho pela intensidade para GCHDA....... 107
Gréfico de distribuicdo de tamanho pela intensidade para GCHH.......... 108
Gréfico de distribuicdo de tamanho pela intensidade para GCHS........... 108

Gréfico de distribuicdo de tamanho pela intensidade para GCHDAS..... 108
Gréfico de distribuicdo de tamanho pela intensidade para GCHDAH..... 109
Gréfico de distribuicdo de tamanho pela intensidade para GCHHS........ 109



Tabela 1

Tabela 2

Tabela 3

Tabela 4
Tabela 5

Tabela 6

LISTA DE TABELAS

Composi¢cdo monossacaridica residual de gomas de exsudato de

PIANTAS. ... s 33

Percentual de carbono e enxofre e o grau de sulfatagéo dos

polissacarideos SUatados. ... 52

Rendimento e grau de sulfatacdo para a goma do chicha e seus

(01=] Y7 o [0 TSRS 59

Quantidade de frutos afetados por tratamento.............ccocevvrereresirennnn, 78
Analise estatistica do tamanho da lesdo nos frutos inoculados com

COllEtrOtriChUM.......ccvie e 78

Massa molar da goma de chicha bruta (GCH), sulfatada (SCHG) e

desacetilada (DCHG).. ..o 106



LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

a-L-Ram Residuo de a-L-Ramnose

a-D-AGal Residuo de &cido a-D-galacturdnico
B-D-AGlu Residuo de acido B-D-glucurénico

B-D-Gal Residuo p-D-galactose

ACS Acido clorossulfonico

BABA  Acido B-aminobutirico

BTH Benzotiazol

13C-NMR Ressonancia Magnética Nuclear de Carbono-13
Ctrl Controle

D-AUro  Acido D-urénico

D-Gal D-galactose

D-Gli D-glicose

D-Man  D-manose

DMF N, N- dimetilformamida

DSC Calorimetria exploratoria diferencial

D-Xil D-xilose

FTIR Espectroscopia de absorcao na regido do infravermelho
GCH Goma do chicha

GCHDA Goma do chicha desacetilada

GCHS  Goma do chicha sulfatada

GPX Guaiacol peroxidase

L-Ara L-arabinose

L-Fuc L-fucose

L-Ram  L-ramnose

MAMPs Padrdes Moleculares Associados a Microbios
MIP Manejo Integrado de Praga

Mn Massas molar numerica media

Mw Massas molar ponderal média

PAMPs Padrbes Moleculares Associados a Patdgenos
P&Ps Pragas e patdgenos

PIF Producéo Integrada de Frutas



PPO Polifenol oxidases
PRRs Proteinas Receptoras de Reconhecimento de Padrdes
TGA Analise termogravimétrica



SUMARIO

1 INTRODUGAO ...ttt ettt sttt esenn s 19
2 REVISAO BIBLIOGRAFICA .......cooiceeeeeet ettt 21
2.1 O crescimento da populagdo urbana e a produgdo de alimentos ...........c.cccovveiveiieninnne 21
2.2 AS Pragas € 08 PALOGEIOS ......c.virueeiiriieiiitieie ettt e bttt st bbbt ne b 22
2.3 Controle de pragas e patdgenos COM agroqUIMICOS .........ccvvervierieiiueerieesieeieesieesseeeseenns 22
2.4 Os maleficios A0S agrOQUIMICOS .........oiviiiiiiiiiiiieie et 23
2.5 Producéo Integrada de Frutas (PIF) ... 24
25.1 T | (0] SR SUR USROS 25
2.5.1.1 PolisSacaridens A @lgas.........ccueiiruiiiiiiiieie ettt 26
2.5.1.2 O papel dos residuos de monossacarideos e de grupos sulfato na defesa vegetal................. 29
2.5.1.2.1 RESIAUOS A FAMNOSE ....veeveeviierrieitie ittt aie e st e stte et e e ete e st e et e e ebaesseeebeesbeesneeeaeesseesseeanseesneeenes 29
2.5.1.2.2 ReSidu0s de ACIAOS UMBNMICOS ........eiuveevieiiieiieesieesiteeteesteesaeesteestae s e e staesnae e e e ssaesnaeaaeesnee e 30
2.5.1.2.3 GrUPOS SUITALO .....vveietieiie ittt ettt ettt ne e 30
2.6 Polissacarideos de exsudado de Plantas ...........ccccocveeiiieiiiiec e 31
2.6.1 A gomado ChICNA .........cccuiiiiii e 35
2.7 Sulfatacdo, desacetilacdo e hidrolise de gomas ........ccceevviieiiivi v 37
3 OBUJIETIVOS ...ttt b ettt et h et et eebe e s e nteeneeane e 39
3.1 (0] o] 11 1Y oI €11 - | PRSP SPR 39
4 HIPOTESES ...ttt ettt sttt ettt n s, 40
5 MATERIAIS E METODOS.......cooiiiieieieieieiee ettt es st 41
5.1 Testes Preliminares €M MANJAS .....c..eoiveeiireeiire e ereeesie e srr e e e sreeesaeeesreearaeesreeenns 41
T O R |V = (=] o LR PPRRUPP 41
5.1.2  Isolamento e sulfatagdo dos poliSSaCarid0S. ........ccuiiuiiiieiiriie e 41
5.1.3  Caracterizagdo dos POliSSACAITUROS. .........eivieiiieiiiiiieiiee sttt 43
5.1.3.1 Microanalise elementar (IME) .......c..cooviiiiiieoiiii ettt e st e et e e s ane e snaee s 43
5.1.3.2 Espectroscopia de absor¢édo na regido do infravermelho (FTIR) ......ccccoovvvvieiiniieiiieiiene 43
5.1.4  Severidade da antracnose e atividade da fenilalanina amonialiase .............c.cccooceevvennnnne. 44
5.1.5  Atividade antiflNgiCa..........cooiuiiiiiii it 45
5.2 Testes Preliminares M MAGAS .........coiueiir i sie sttt ree e e sree e e esneeaneeas 45
oI R |V = (=] o T LSS P PRSP 45
5.2.2  Isolamento, sulfatacao e desacetilacdo dos polissacaridens............cccevvvvevueenieiieereeneenn 45
5.2.3  Caracterizagdo dos PoliSSACAITUROS. .........eiviereeiieeieeiiesee e eree e 45
5.2.3.1 Microanalise elementar (IME) ..........coiiiiiiii ittt e ear e e e be e e saaee s 46

5.2.3.2 Espectroscopia de absorc¢éo na regido do infravermelho (FTIR) ......ccccoooveiiriiiiiiieeiieee 46



5.24
5.3
53.1
5.3.2
5.3.3
5331
5.3.3.2
5.3.3.3
5334
534
5.3.5
5.4
54.1
5.4.2
5.4.3
5431
5.4.3.2
5433
5434
5.4.3.5
5.4.4
5.4.5

6

6.1
6.1.1
6.1.2
6.1.3
6.2
6.2.1

6.2.2
6.3
6.3.1
6.3.2
6.3.2.1

Severidade de doenca causada por PeniCilium ...........cccooveiiiiiieniiiiiceec e 46

TESTES BIM MEANGAS .....veeevreeeteeeeteee st e et e et e et e e ss e nnr e e s ne e e s et e anr e e e anneessne e e nnne e e nnreeennneeans 46
oL =] = VL PSR OPR 46
Isolamento e modificages dos PoliSSACANTAROS. ........cc.eivrriiiiiriiieieie e 46
Caracterizagao dos POliSSACAITARDS..........cviiuiiiiiieie et 47
Microanalise elementar (ME) .........cocooiiiiiiiieii et 47
Espectroscopia de absorcéo na regido do infravermelho (FTIR) ......ccccocvviviveiiieeiie e 47
Cromatografia de permeagdo em gel (GPC) .......ooviiiiiiieiieiicece e 47
Potencial zeta e tamanho de particula ... 48
Preparacao de materiais e tratamento das MaNQas ..........covveervieeiieeiiiee e esieeeneeeseee e 48
Severidade da antracnose e atividade da fenilalanina amonia-liase ...........cccccccoeoeivinnenne 48
TESTES BIM IMAGES. ....ee.veetee itttk b et ettt et e e et e e nneas 49
L= = VLSRR 49
Isolamento, desacetilacdo e sulfatacdo dos polissacarideos............cccovevveiieiiieeiiveiiiecnens 49
Caracterizagao dos POliSSACAITAROS..........cviiuieiiiiieieiie et 49
Microandlise elementar (ME) .........cooviiiiiiiiii ettt 49
Espectroscopia de absorcéo na regido do infravermelho (FTIR) ........cooveiviiiiiiie e 49
Analise tErmica (TGA, DSC) ...ttt e e 49
Ressonancia Magnética Nuclear de Carbono-13 (BPC-RMN).......cccccvvevveeireeieieeeeeeievene, 50
Cromatografia de Permeacao em Gel (GPC).......coooveiiii i 50
Preparacao de materiais e tratamento das MACAS .........ccccevveeviieeeiiiee s ciee e 50
Avaliacdo da atividade de GPX e PPO e do conteido de lignina .........c.ccccoeeviveeiine e, 50
RESULTADOS E DISCUSSAO. ........coiiuiiiiiiiiieinsinsisisiesssessessessesssssesiss s sesssessenes 52
Testes Preliminares €M MANJAS ........cocveeiireeiire e eire s e e e e sreesbe e e s e e e sareeareeesreeaans 52
Sulfatacéo dos polissacarideos e caracteriza¢do dos derivados sulfatados................c........ 52
Severidade da antracnose e atividade da PAL..........ccooieiiiiiiiiienieieeee e 54
Atividade antiflngiCa.........cooiuiiiiii e 56
Testes Preliminares M MAGAS .........cciueiiiiiieiie sttt s 58

Sulfatacao e desacetilacdo da goma do chiché e caracterizacdo dos derivados sulfatados

................................................................................................................................................. 58
Severidade do PeniCilIUM..........cocuoiiiiiiiii e 58
LIS (ST I = T SRS PERRR 59
Isolamento e modificaces dos poliSSACAIiUEOS. .........ccvveriieiieiieeie et 59
Caracterizacao dos pPoliSSACAITAROS. ........veeiririieiieiie et 60
Goma do chicha e goma do chich& desacetilada ...........cccoooveiiiiiiiie i 60

6.3.2.1.1 Espectroscopia de Absor¢édo na Regido do Infravermelho (FTIR)........ccoeeviiiiiiiniieie 60



6.3.2.1.2 Cromatografia de Permeagao em Gel (GPC) .......ccooiiiiiiiieiieieee e 61

6.3.2.1.3 POLENCIAI ZBLA.....cciveiii ettt et e et e e nr e e e nnaee s 62
6.3.2.2 Goma do chicha e goma do chicha hidrolisada.............c.cccoceriiniiiiiiiiiiie 62
6.3.2.2.1 Espectroscopia de Absorgéo na Regido do Infravermelho (FTIR).......cccoovvviiiiiiiiiiicien 62
6.3.2.2.2 Cromatografia de Permeagao em Gel (GPC) .......ccooiiiiiiiieiicieeee e 63
6.3.2.2.3 POLENCIAI ZELA.....cccieiei ettt e e e e st e e et e e e nne e e e e e nnaee s 63
6.3.2.3 Goma do chicha SUlfatada .............c.covuiiiiiiii i 63
6.3.2.3.1 Espectroscopia de Absorgéo na Regido do Infravermelho (FTIR).......cccooovvviiiiiiiiiiicin 63
6.3.2.3.2 Cromatografia de Permeagao em Gel (GPC) ......cccoiiiiiiiiieiie e 64
6.3.2.3.3 POLENCIAI ZBLA .. .eee ittt et e e nnaee s 65
6.3.2.4 Goma do chicha desacetilada sulfatada...............ccccoueiiiiiiieiii i 66
6.3.2.4.1 Espectroscopia de Absor¢éo na Regido do Infravermelho (FTIR).......ccoovvviiiiiiiiiiicien 66
6.3.2.4.2 Cromatografia de Permeagao em Gel (GPC) .......cceiiiiiiiiieiie e 67
6.3.2.4.3 POLENCIAI ZELA......ccvvie ittt e e e et et a e e nnaee s 68
6.3.2.5 Goma do chicha desacetilada e goma do chicha desacetilada hidrolisada .......................... 68
6.3.2.5.1 Espectroscopia de Absorcdo na Regido do Infravermelho (FTIR)........cccovveviieiiiiciiie i, 68
6.3.2.5.2 Cromatografia de Permeacao em Gel (GPC) ......ccuviiiiiiiiii et 69
6.3.2.5.3 POIENCIAI ZBLA.......eiiuiieiieiit ettt 70
6.3.2.6 Goma do chicha hidrolisada e goma do chichd hidrolisada sulfatada...............c..cccceevinennne 70
6.3.2.6.1 Espectroscopia de Absorcdo na Regido do Infravermelho (FTIR)........cccoveviieiiiiciiie i, 70
6.3.2.6.2 Cromatografia de Permeacao em Gel (GPC) ......ccvioiiviiiii e 71
6.3.2.6.3 POLENCIAI ZBLA.......eiiiiiiiie ittt ettt ettt ne e 72
6.3.3  Atividade da fenilalanina amoOnia-liase............cccceiiiiiiiiieiii i 73
6.3.4  Severidade da ANtFraCNOSE ..........coiuiiiiiiiieiie ittt sttt e b e 74
6.4 TESTE BIMI IMAGAS .....eeiueiee ittt ettt bb e ek e e s st e e stb e e e ebb e e ssbe e e sbbeeennbeeenbneeen 79
6.4.1  Isolamento, desacetilacio e sulfatacdo da goma do chiChd ............ccccooviiiiiiiiiiiicc 79
6.4.2  Caracterizagdo dos derivados sulfatados e desacetilados ...........ccccevvriiiiiiiniiiiieeniesiene 79
6.4.2.1 Espectroscopia de absor¢édo na regido do infravermelho (FTIR) .......cccoovviviviieiieiiieiiene 79
6.4.2.2  Analise trmiCa (TGA, DSC)...uviiiiiii ittt e e et e e s ae e e snaee s 79
6.4.2.3 Ressonancia Magnética Nuclear de Carbono-13 (*.C-RMN)........cccevveveeeeieeeeeeeeeeeenas 81
6.4.2.4 Cromatografia de permeagdo em gel (GPC) ......coviiiiiiiiiieie e 82
6.4.2  Avaliacdo da producéo de compostos de defesa em macas Pink Lady ..........cccocoevriienne. 82
7 CONCLUSAO ..ot 86
7.1 TESLE COM AS MANGAS ..eeeiutiiiee ittt e ettt e ettt e e ettt e e e tbe e e e e ahbee e e e e abe e e e e asbb e e e e anbbeeeeanbreeeeansees 86
7.2 TESTE COM AS MIAGES ... eeuteeetieeetieeeteee sttt e e eteeeeteeessteeesteeeaateeeanteeesnaeeeaseeeanseeesnseeeanneeennneeans 86

REFERENCIAS ......ooiiiieceete ettt 87



ANEXO A - GAFICO-RESUMO .......ooveceeeeeoeeeeeoeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeesee e eeeseseeee s eeesees 103
ANEXO B - ESPECTROS DE RESSONANCIA MAGNETICA NUCLEAR DE
CARBONO-13 DA GOMA DE CHICHA BRUTA (GCH) E DESACETILADA
(GOHDA). ...t eee s es e e e e 104
ANEXO C - MASSAS MOLARES DOS POLISSACARIDEOS...........oo.oomiverierrrren. 105
ANEXO D - GRAFICO DE DISTRIBUICAO DE TAMANHO PELA INTENSIDADE
PARA OS POLISSACARIDEOS ....ooveooieveeeeeeoeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeseeeeeesseeeeeseeesseeeeesse 106



19

1 INTRODUCAO

Estima-se que até a metade deste século havera um grande aumento da populagéo
urbana no mundo, e a producdo de alimentos precisard crescer também para atender essa
demanda (KNORR; KHOO; AUGUSTIN, 2018). Para aumentar o rendimento da producdo
agricola tende-se a recorrer ao uso dos pesticidas. Porém, devido aos problemas causados por
eles, a comunidade internacional esta inclinada a buscar a reducdo significativa da utilizacéo
deles no curto ou médio prazo (HILLOCKS, 2012). Os elicitores parecem ser uma importante
ferramenta para essa reducdo (SANDRONI et al., 2020; WALTERS; RATSEP; HAVIS, 2013).

Elicitores s@o biofatores capazes de induzir resisténcia em plantas (BASIT et al.,
2018). Atualmente, amilde, as siglas MAMPs e PAMPs, que significam Padrdes Moleculares
Associados a Microbios e Padrdes Moleculares Associados a Patdgenos, sdo utilizadas como
sinbnimo de elicitores (JAULNEAU et al., 2010). Essas substancias podem proteger as plantas
contra patogenos (BURKETOVA et al., 2015).

O Bion é um elicitor comercial utilizado na pds-colheita tanto de mangas
(KARUNANAY AKE, 2019) quanto de macas (LI et al., 2020). Contudo, a carcinogenicidade
desse elicitor sintético é classificada como Categoria 1A (MSDS BYON®, SYNGENTA,
2015), o que significa: “conhecido por ter potencial carcinogénico para humanos”
(MCGREGOR et al., 2010). Por isso é necessario identificar novas fontes de elicitores mais
Seguros.

Polissacarideos e oligossacarideos possuem um grande potencial para agirem como
elicitores. Porém, ainda é necessaria muita pesquisa para a implementacéo deles na agricultura
(ZHENG et al., 2019). Por isso € preciso a identificacdo e investigacdo de novos carboidratos
gue possam ter acdo elicitora, como as gomas extraidas de sementes, de exudatos, de bactérias
ou de algas (PETTONGKHAO et al., 2019).

Ulvanas e glucuronanas, polissacarideos extraidos de algas verdes, que ja induziram
resposta de defesa em frutas (CHIQUITO-CONTRERAS et al., 2019; RIVAS-GARCIA et al.,
2018; ABOURAICHA et al., 2017; ABOURAICHA et al., 2015), possuem residuos de
acucares que estdo também presentes na goma do chicha (GCH), carboidrato extraido do
exsudato de Sterculia striata (BRITO et al., 2004). Este trabalho, explora essa semelhanca e
procura aperfeicod-la por meio de modifica¢bes quimicas visando aplicar essa goma e/ou

derivados em mangas e macas na pos-colheita.
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O Brasil é o sétimo maior produtor de manga do planeta e esta entre os lideres em
exportacdo dessa fruta (THAKOR, 2019). Em 2017 foram produzidas aproximadamente 1,3
milhdo de toneladas de macas no Brasil. Em geral, somente 7% da producdo nacional de macas
séo exportados, ficando o restante para o consumo dos brasileiros (GABARDO et al., 2019).
Dessa forma a importancia econbmica das mangas estd no mercado externo e das macéas, no

mercado interno.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 O crescimento da populagdo urbana e a producéo de alimentos

Ferreira Gullar, poeta maranhense, afirma em seu poema ‘Improviso ordindrio
sobre a Cidade Maravilhosa’ que “Uma cidade ¢ um amontoado de gente que ndo planta e que
come o que compra...” H& nesse trecho do poema uma assertiva que encerra uma problematica
persistente em uma populacdo urbana em crescimento: como aumentar a producao de alimentos
de modo eficiente e ambientalmente seguro para alimentar essa crescente populagdo que ndo
planta?

No ano de 1900, no planeta terra, havia 6,7 habitantes rurais para cada habitante
urbano. Em 2008, pela primeira vez na histdria, a populacdo urbana se tornou maioria e estima-
se que em 2025 existirdo 2 habitantes rurais para cada 3 habitantes urbanos
(SATTERTHWAITE; MCGRANAHAN; TACOLLI, 2010). A FAO (2009) projetou que, em
2050, 70% da populacdo mundial sera citadina e que para alimentar todas as pessoas do mundo
nesse ano sera necessario aumentar a producao de alimento em 70%, tendo como base 0s anos
2005/2007.

No periodo de 1961 a 2000 houve também um aumento na demanda por alimentos
e 0s avangos cientificos e tecnolégicos permitiram a producédo necessaria. Porém, 0s insumos
produzidos para aumentar o rendimento das colheitas acabaram se mostrando prejudiciais ao
meio ambiente (COLE et al., 2018). E isso fez com que a comunidade internacional
pressionasse para que o aumento da producdo dessa vez se desse de forma mais sustentavel
(HILLOCKS, 2012).

Berners-Lee et al. (2018) sustentam que a alimentacdo futura da populacdo
dependera de quatro pilares: a) producdo de alimento em quantidade necessaria e com
qualidade, b) distribuicao eficiente, c) condicdes socioecondmicas para o0 acesso aos alimentos
e d) consumidores conscientes na escolha de alimentos saudaveis e ambientalmente
sustentaveis. O segundo, terceiro e quarto pilares (b, ¢ e d) dependem fundamentalmente da
economia e da conscientizacao politica e ambiental, porém o primeiro pilar (a), além desses trés
fundamentos, depende também da pesquisa e da inovacdo para que o aumento do rendimento

da produc&o de alimentos ndo incorra em alto custo a saide dos seres vivos e ao meio ambiente.
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2.2 As pragas e 0s patogenos

Paradoxalmente, os recursos utilizados para aumentar o rendimento da produgéo
agricola acabam também criando as condicGes para que haja perda de rendimento. Isso acontece
porque quando se melhora o gerenciamento da agua, do solo, da fertilizacéo e outras técnicas
de cultivo, para além de criar-se um ambiente propicio ao crescimento e desenvolvimento das
plantas de interesse, cria-se um meio atrativo para pragas e patdgenos (P&Ps) (OERKE, 2006).

E muito antiga a relagdo dos patdgenos e das pragas com as plantas. Ha evidéncias
de que esses organismos coevoluiram ao longo do tempo em ciclos alternados: em um ciclo as
plantas se adaptavam as P&Ps, desenvolvendo resisténcia, e em outro ciclo as P&Ps superavam
a resisténcia das plantas, tornando-as suscetiveis a ataques (RAUSHER, 2001).

Em meados do século XIX, na Irlanda, um patégeno denominado Phytophthora
infestans contribuiu para a morte de mais de 1 milhdo de pessoas e para a emigracdo de outro
milhdo devido a uma doenca fatal causada em plantacdes de batata. No final desse mesmo
século uma praga denominada Daktulosphaira vitifoliae destruiu a maioria das vinhas na
Europa. Estima-se que ervas daninhas e P&Ps ndo nativos causem até 248 bilhdes de dolares de
perdas anuais para a agricultura mundial (FRIED et al., 2017).

P&Ps sédo um dos principais obstaculos para o aumento do rendimento da producéo
agricola. Atualmente, perdas causadas por esses organismos podem ser desde 10,1% para o
trigo até 41,1% parao milho (SAVARY et al., 2019). O cenério contemporaneo de aquecimento
global esta agravando o problema, pois as condigdes propicias ao surgimento de P&Ps estdo se
estendendo em direcdo aos polos a uma taxa de 2,7 + 0,8 km ano™ desde 1960. (BEBBER et
al., 2013).

2.3 Controle de pragas e patdgenos com agroquimicos

O controle de P&Ps é principalmente realizado pelo uso de pesticidas e devido as
causas ja citadas (aumento da demanda por alimentos e o favorecimento da proliferacdo de
P&Ps devido a altera¢fes no clima) sua utilizacdo so tende a aumentar. E isso é preocupante,
porque nas condicBes atuais ja € relatada a presenca de residuos dessas substancias na
atmosfera, no solo, na agua, nos alimentos e até em lugares distantes de onde sdo aplicadas
(MAGGI et al., 2019).
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Na atmosfera das regides agricolas canadenses foram detectados em niveis elevados
os pesticidas: clorotalonil, endosulfan, malathion e carbofuran (YAO et al., 2006). Silva et al.
(2019) analisaram 317 solos agricolas da Unido Europeia e encontraram um ou mais residuos
em 83% dos solos e em 58% acharam misturas residuais de pesticidas. No Programa de
Controle Coordenado da Unido Europeia (EUCP) de 2015, 30 paises monitoraram os residuos
de agroquimicos de 84.341 amostras de alimentos, das quais 2,8% excederam o limite
recomendado para um ou varios pesticidas (EUROPEAN FOOD SAFETY AUTHORITY,
2017). Tatton e Ruzicka (1967) relataram a existéncia inclusive de pesticidas organoclorados
em ovos de pinguim na Antartica, regido onde ndo se usa agroquimicos.

Em 2011, impulsionados pelo grande consumo de agrotdxicos na América do Sul,
Dinamarca, Estonia, Finlandia, Noruega e Suécia desenvolveram um projeto (Nordic Project)
que visava analisar amostras de frutas e vegetais importados da América do Sul. Foram
detectados nesses alimentos 37 pesticidas com frequéncia maior que 1%. Tiabendazol (usado
na pos-colheita de mangas e macas), imazalil e procloraz, fungicidas usados em pos-colheita,
foram encontrados em frutas e oleraceas (HJORTH et al., 2011).

Em 2013, os produtores brasileiros compraram 902,41 mil toneladas de
agroquimicos, 9,6% a mais do que adquiriram em 2012 (SEPULCRI, 2014). Em 2018 foram
concedidos 450 registros para comercializa¢do e uso de agrotoxicos no Brasil. Essa foi a maior
concessdo de registros desde 2005 (BRASIL, 2019; AGENCIA NACIONAL DE
VIGILANCIA SANITARIA, 2019) e devido ao ritmo acelerado de registros no primeiro
semestre de 2019, a expectativa é de novo recorde (GALVANI, 2019).

2.4 Os maleficios dos agroquimicos

A funcdo dos pesticidas € eliminar P&Ps, porém outros seres vivos podem ser
afetados por eles. Os fungicidas tebuconazol, hexaconazol, metalaxil e kitazin sdo tdxicos para
Klebsiella sp, uma rizobactéria promotora de crescimento de plantas isolada da mostarda
(AHEMAD; KHAN, 2012). Echeverria-Saenz et al. (2012) demonstraram os efeitos
fisiologicos prejudiciais de fungicidas triazois, como piraclostrobina (usado na pds-colheita de
mangas e macas) e tiabendazol, em peixes do rio Jiménez (Costa Rica) que se localiza nas
proximidades de uma plantagdo de abacaxi, que é tratada com esses agroquimicos. Aos
fungicidas presentes nas aguas foram atribuidos os elevados niveis de peroxidag&o lipidica nos

peixes. O tebuconazol é toxico para Beauveria bassiana, um fungo entomopatogénico, que


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0048969718343420#!
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ajuda a controlar a proliferagio de pragas (GONZALEZ et al., 2011). No Reino Unido e na
Hungria, pesticidas neonicotindides afetaram popula¢Ges de abelhas domésticas e silvestres,
importantes polinizadores (STOKSTAD, 2017).

Clorpirifés é um pesticida organofosforado, que € neurotdxico para animais e seres
humanos. Foram acompanhados por ressonancia magnética os efeitos da exposi¢cdo pré-natal a
esse inseticida e foi constatado que ele afeta regides do cérebro responsaveis pela
aprendizagem, memoria e comportamentos emocionais (RAUH et al., 2012). H& vérios
trabalhos mostrando que a exposicao pré-natal a baixos niveis de pesticidas esta associada a
doencas como o autismo e o0 Transtorno do Déficit de Atencdo com Hiperatividade TDAH
(ROBERTS; DAWLEY; REIGART, 2019). Foi verificada uma relagéo entre o cancer e 0s
oObitos fetais com as atividades do agronegocio nas cidades de Limoeiro do Norte, Quixeré e
Russas do estado do Ceard. As taxas de internacdo por neoplasia e Obitos fetais sdo
estatisticamente crescentes nessas regides (RIGOTTO et al., 2013).

Outro maleficio dos pesticidas € que eles, com o passar do tempo, podem selecionar
variedades de P&Ps resistentes, tornando-os mais fortes e ameacgadores (FONES et al., 2020).
Um exemplo é o carbendazim. Este fungicida seleciona Colletotrichum gloeosporioides
portadores de mutacdo no codon 198, que gera substituicdo de bases nitrogenadas (adenina por
citosina). Esse cddon alterado causa a mudanca de aminoacidos (&cido glutamico por alanina)
na -tubulina, uma proteina que em condi¢des normais se liga ao carbendazim e quando alterada
ndo (KONGTRAGOUL et al., 2011). A capacidade de pesticidas selecionarem mutacdes que
sdo responsaveis por conferir resisténcia a P&Ps é muito conhecida. Outro bom exemplo € o
caso do Botrytis, um género de fungo com um longo histérico de desenvolver resisténcia a
fungicidas (HAHN, 2014). Porém, Amaradasa e Everhart (2016) observaram em um
experimento in vitro que fungicidas em doses subletais aumentaram o nimero de mutacdes de
1,7 até 60 vezes do fungo Sclerotinia sclerotiorum. Isso mostra que fungicidas podem tanto

selecionar mutac@es, como também cria-las.

2.5 Producdo Integrada de Frutas (PIF)

Dois principais motivos endossam as tendéncias atuais de procura por novas
ferramentas para o controle de P&Ps nesse contexto de crescente demanda por alimentos: a) os
problemas que os pesticidas podem causar aos seres humanos, demais seres vivos e ao meio
ambiente (ROBERTS; DAWLEY; REIGART, 2019; STOKSTAD, 2017; ECHEVERRIA-
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SAENZ et al. 2012) e b) a capacidade dos pesticidas funcionarem como elemento de pressio
do meio capaz de selecionar P&Ps resistentes (FONES et al., 2020; AMARADASA;
EVERHART, 2016). Nesse cenario, surge a Producdo Integrada de Frutas que integra
estratégias de manejo de arvores frutiferas visando a producdo de frutas de qualidade com a
minima quantidade de pesticidas, atendendo as exigéncias do mercado (FARIAS; MARTINS,
2002).

O Manejo Integrado de Pragas (MIP), que demonstrou eficacia pela primeira vez
ao diminuir o emprego de pesticidas contra a lagarta da alfafa (SMITH; SMITH, 1949), faz
parte das préaticas da PIF. Nessa estratégia de cultivo visa-se o controle e ndo a erradicagdo de
P&Ps (CHANDLER et al., 2011). Sendo assim, a indugdo de resisténcia desponta como uma
promissora estratégia para ser inserida no MIP e, consequentemente, na PIF (KUC, 2000;
LUCAS, 1999). Nessa estratégia o foco é fortalecer o hospedeiro e ndo eliminar P&Ps.

No Brasil, a PIF se iniciou em 1996 na cultura das magés por meio da Embrapa Uva
e Vinho, até mais tarde englobar uma grande quantidade de culturas dentre elas a da manga
(FARIAS; MARTINS, 2002). A antracnose é a doenca de manga mais importante, porque reduz
a producéo e a qualidade dos frutos (SANTOS FILHO; MATOS 2003). O Manual de Seguranca
e Qualidade para a Cultura da Maca (2004) recomenda tratamento p6s-colheita com fungicidas
somente em frutas com moderada a alta susceptibilidade a podridées, como € o caso da macé
Pink Lady (DI FRANCESCO et al., 2019; GUR; REUVENI; COHEN, 2016; WASHINGTON
et al., 1998). A integracdo de elicitores seguros como aditivos alimentares ao PIF de mangas e

macas poderia ser uma forma de reduzir ainda mais o uso de fungicidas na pos-colheita.

2.5.1 Elicitores

Incentivado pela ddvida da eficiéncia da pulverizacdo de plantas com fungicidas,
por pensar que os fungos internalizados ndo estavam sendo atingidos, e inspirado pelas
imunizacdes de animais com vacinas, por volta de 1901 Julien Ray propde a introducéo de
fungicidas, fungos atenuados e secre¢des de fungos, por injecdo ou rega no interior das plantas
para o tratamento e a prevencdo (imunizacdo) de doencas (BEAUVERIE, 1901; RAY, 1901).
Esse foi o registro mais antigo encontrado da origem do que hoje se denominam elicitores,
PAMPs ou MAMPs.

Como j& mencionado na introducéo, elicitores sdo compostos que, por induzirem

resposta de defesa, tém a habilidade de proteger os vegetais contra patdgenos (BURKETOVA
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et al., 2015; SCHEEL; PARKER, 1990). O benzotiazol (BTH) (Figura 1a) e o acido f-
aminobutirico (BABA) (Figura 1b) séo elicitores sintéticos que ja induziram resisténcia em
mangas contra antracnose pos-colheita causada por Colletotrichum gloeosporioides (ZHANG
et al., 2013; ZHU et al., 2008). Esses elicitores também foram capazes de induzir resposta de
defesa contra queima bacteriana, causada por Erwinia amylovora, em macieiras (HASSAN;
BUCHENAUER, 2007). Porém, a inducao de resisténcia por BTH e BABA ndo teve 0 mesmo
sucesso contra 0 mofo azul da maca na pds-colheita. Esses elicitores manifestaram atividade
fungicida contra o Penicillium expansum (QUAGLIA et al., 2011). O BABA, de modo mais
eficiente que fungicidas, controlou a podriddo-marron causada por Alternaria alternata em
magcés pela via da indugdo de resisténcia (REUVENI; SHEGLOV; COHEN, 2003). Marolleau
et al. (2017) testaram a inducdo de resisténcia do BTH no controle da sarna da macgé nas
condicdes de campo inserindo-o no MIP. O teste foi exitoso, pois foram evitados oito de doze
fungicidas normalmente usados no MIP da sarna da magd. Dentre as cultivares analisadas
(Elstar, Fuji, Gala, Golden e Pink Lady), a Elstar e a Pink Lady apresentaram, respectivamente,

o melhor e o pior nivel de defesa constitutiva.

Figura 1 - Estrutura quimica do benzotiadiazol (BTH) (a) e do acido B-aminobutirico (BABA)
(b)

@)
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Fonte: Sun et al. (2015)

2.5.1.1 Polissacarideos de algas

O registro mais antigo do uso de extrato de algas marinhas para protecdo de frutas
visando & diminuicdo de perdas talvez esteja no trabalho de Povolny (1969) (Apud KROK;
WIENIARSKA, 2008; MERIGOUT, 2006). Soppelsa et al. (2018) observaram que extratos de

macroalgas (Ascophyllum nodosum) e microalgas (Spirulina spp.) aumentaram a producédo de
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compostos fendlicos em macds. Esses compostos ja foram relacionados com defesa em vegetais
(EL MODAFAR et al., 2012).

Entre os varios polissacarideos de algas marinhas que ja foram capazes de reduzir
a severidade de diversas doencas das plantas (MANI; NAGARATHNAM, 2018; SALAH et
al., 2018; ABOURAICHA et al., 2017; MOUSAVI et al., 2017; RAMKISSOON;
RAMSUBHAG; JAYARAMAN, 2017; ABOURAICHA et al., 2015; FREITAS; STADNIK,
2015), estdo as ulvanas e as glucuronanas (Figura 2), que sao promissoras para a inducéo de
defesa em tecido vegetal devido & abundancia de algas verdes (ABOURAICHA et al. 2017;
STADNIK; FREITAS, 2014).

Montealegre et al. (2010) trataram macas Fuji pds-colhidas com solucdes de ulvana
(0,1 mg mL?) e apds 48 h inocularam as frutas com Botrytis cinerea. Nas macas tratadas em
condicdes laboratoriais a reducéo da severidade da podriddo cinzenta foi de 56%. Esses autores
também realizaram tratamentos combinados pré-colheita (com solucdes de ulvana 1 mg mL™)
e pos-colheita em condi¢cdes comerciais, porém ndo obtiveram sucesso. O mau resultado na pré-
colheita foi atribuido a incapacidade do polissacarideo de aumentar a atividade das enzimas
quitinase e peroxidase.

Araujo e Stadnik (2013) trataram macieiras (‘Gala’ polinizadas por ‘Fuji’) com
solugBes de ulvana (10 mg mL™) e apds seis dias inocularam as mudas com Colletotrichum
gloeosporioides. Eles observaram que a severidade da mancha foliar de Glomerella (MFG)
reduziu em 66% nas plantas tratadas e associaram o aumento da resisténcia com o aumento da
atividade das enzimas peroxidases. Essas enzimas catalisam as etapas finais da sintese de
lignina, compostos que ajudam a fortalecer a parede celular vegetal, inibindo o acesso de
patégenos ao interior da célula (ARAUJO; STADNIK, 2013; STADNIK; BUCHENAUER,
2000).

Abouraicha et al. (2015) aplicaram solucdes de ulvana e oligoulvana (5 mg mL™)
em magas ‘Golden Delicious’ pos-colhidas e depois de 12 horas inocularam as frutas com
Penicillium expansum e Botrytis cinerea. A ulvana controlou melhor a incidéncia da doenca
causada por Botrytis cinerea. A oligoulvana suprimiu completamente os sintomas das doencas
provocadas pelos dois fungos. Os autores supuseram que a eficicia desse oligossacarideo
estaria relacionada com menor tamanho molecular, menor viscosidade e maior difusibilidade
nos tecidos vegetais.

Salah et al. (2018) testaram solugdes de ulvana, carragenana, alginato e laminarina

(2 mg mL™) em galhos de oliveira, objetivando o controle de doenca causada por Verticillium
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dahliae. A ulvana reduziu a gravidade da doenca para 39,9%, e foi o polissacarideo que
provocou maior aumento da atividade da enzima fenilalanina amonia liase.

El Modafar et al. (2012) demonstram que glucuronanas, em menor grau, € 0S
oligoglucuronanas, em maior grau, (na concentracio de 3 mg mL?) forneceram moderada
resisténcia sistémica adquirida dependente de &cido salicilico em mudas de tomate contra
Fusarium oxysporum f. sp. Lycopersici.

Abouraicha et al. (2017) aplicaram glucuronanas e oligoglucuronanas (5 mg mL™)
em macds, e observaram que ambos foram eficazes no controle de doencas causadas por
Penicillium expansum e Botrytis cinérea. Esses polissacarideos aumentaram a atividade de
enzimas de defesa, como a fenilalanina amonia liase, peroxidase e polifenoloxidases.

As ulvanas sdo basicamente compostas de ramnose (16,8-45,0%), grupos sulfato
(16,0-23,2%), acidos urdnicos (6,5-19%), xilose (2,1-12,0%), acido idurdnico (1,1-9,1%) e
glicose (0,5 £ 6,4%) (STADNIK; FREITAS, 2014). De acordo com EI Modafar et al. (2012) a
capacidade das ulvanas de induzir a defesa da planta pode estar relacionada a presenca de
grupos ramnose e sulfato. Como as glucuronanas sdo compostas principalmente por residuos

de acidos glucurénicos, esses residuos podem estar relacionados a atividade indutora de defesa.

Figura 2 - Estrutura quimica béasica das ulvanas (acima) e das glucuronanas (abaixo)
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2.5.1.2 O papel dos residuos de monossacarideos e de grupos sulfato na defesa vegetal

Como os residuos dos monossacarideos ramnose e acido urdnico e dos grupos
sulfato presentes nos polissacarideos de algas verdes parecem ter um papel importante na
inducdo de resisténcia em plantas, procurou-se na literatura elementos que reforcem essa

hipétese.

2.5.1.2.1 Residuos de ramnose

Os residuos de ramnose parecem estar relacionados com atividade de defesa dos
polissacarideos, pois s@80 um dos principais constituintes dos lipopolissacarideos (EL
MODAFAR et al., 2012), biomoléculas que ocupam aproximadamente 75% da superficie da
membrana plasmatica de bactérias gram-negativas e sao o primeiro setor de contato da bactéria
com o meio exterior (CLIFFORD; RAPICAVOLI; ROPER, 2013).

Mitra et al. (2016) avaliaram o efeito da retirada dos residuos de ramnose da
estrutura de lipopolissacarideos de bactérias fixadoras de nitrogénio (Rhizobium sp) que
estabelecem simbiose com a planta de arroz. Notaram que o biopolimero modificado reduziu a
capacidade da bactéria mutante de colonizar o arroz e proporcionar seu crescimento.

Clifford, Rapicavoli e Roper (2013) de maneira semelhante a Mitra et al. (2016)
produziram um mutante de Xylella fastidiosa com lipopolissacarideos pobres em ramnose. X.
fastidiosa, que em condi¢des normais causa uma doenca letal e grandes perdas econémicas em
videiras, tem a capacidade de colonizar essa planta prejudicada, talvez devido a perda da
habilidade de fixacdo a célula hospedeira.

Esses trabalhos mostram que as bactérias, seja para uma interacdo simbidtica, ou
seja para uma interacdo parasitica, necessitam de uma grande quantidade de residuos de
ramnose nos lipopolissacarideos da sua membrana plasmatica. Assim, os residuos de ramnose
podem ser importantes na estrutura de moléculas elicitoras, por estarem na composicdo de
moléculas da membrana plasmatica de patdgenos, podendo desempenhar a funcdo de Padrbes
Moleculares Associados a Patdgenos (PAMPs) e permitirem a fixacdo as proteinas Receptoras

de Reconhecimento de Padrdes (PRRs) das membranas de células vegetais.



30

2.5.1.2.2 Residuos de &cidos urdnicos

As células vegetais monitoram a integridade da sua parede. Quando a mesma é
rompida pela acdo de patdgenos (ou também por danos fisicos), as moléculas que se
desprendem podem desempenhar a fungdo de MAMPs (DAMPS) e induzir resposta de defesa
(HEMATY; CHERK; SOMERVILLE, 2009). A pectina é um dos principais componentes
estruturais de paredes celulares, e fragmentos dela possuem oligogalacturonideos, moléculas
que ja foram capazes de induzir resisténcia em folhas de videira contra Botrytis cinerea (AZ1Z
et al., 2007).

Como 4cidos galacturbnicos, unidades basicas da pectina, representam
aproximadamente 73% da composicdo monossacaridica da parede celular de macas
(MASSIOT; BARON; DRILLEAU, 1994), esses residuos podem exercer papeis importantes
na elicitacdo dessas frutas, pois podem sinalizar um dano virtual nas células. Os trabalhos de
Abouraicha et al. (2017), Caillot et al. (2012) e EI Modafar et al. (2012), expandem essa ideia,
pois demonstram que glucuronanas e oligoglucuronanas, que sdo compostas por outro tipo de
acido urdnico (&cido glucurénico), induziram a producgéo de compostos de defesa em videira,
tomates e magds, respectivamente.

Residuos de acido galacturénico, combinados com residuos de ramnose (abordados
na subsecdo anterior), formam cadeias de ramnogalacturonanas que estdo presentes na estrutura
da cadeia da pectina de macd (WU; MORT, 2014). Essas cadeias ja foram relacionadas com o
aumento da atividade de enzimas de defesa (-1,3-glucanase, quitinase e peroxidase) em tomate
(JIMENEZ-MALDONADO et al., 2018).

2.5.1.2.3 Grupos sulfato

Muitos autores, talvez baseados nos varios relatos acerca da relacdo entre grupos
sulfato e atividade bioldgica (PIRES et al., 2013; CHRESTANI et al., 2009; PIRES et al.,
2001), correlacionaram de modo direto a atividade elicitora de polissacarideos a esses grupos
(ABOURAICHA et al., 2015; SANGHA et al., 2010; MENARD et al, 2004; MERCIER et al.,
2001). Porém ha na literatura motivos para a elaboracéo de outras hipoteses.

Wang et al. (2015) examinaram o efeito da variacdo do grau de sulfatacdo na
atividade elicitora de lentinana, um polissacarideo isolado do cogumelo shiitake, contra o virus

do mozaico do tabaco e notaram que quanto maior a quantidade de grupos sulfato maior a
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producdo de compostos de defesa. Ménard et al. (2005), analisaram o efeito da laminarina, um
polissacarideo extraido de algas pardas, ndo sulfatada e sulfatada como elicitores contra esse
mesmo Virus e notaram que 0s mesmos ndo manifestaram efeitos de defesa e resisténcia
sistémica. Porém, produziram burst oxidativo em suspensdo de células de tabaco e aumento da
expressdo de genes que codificam O-metiltransferases da via fenilpropanoide em plantas de
tabaco. A laminarina sulfatada reduziu o nimero e tamanho da lesdo, ja a laminarina nao
sulfatada afeta apenas o numero de lesdes. Esses polissacarideos, quando sulfatados foram
capazes de aumentar a producdo de compostos de defesa em videira (CHALAL et al., 2015;
GAUTHIER et al., 2014; TROUVELOT et al., 2008). El modafar et al. (2012) reforcaram a
ideia da relacdo direta quando retiraram os grupos sulfatos da ulvana e observaram que esse
polissacarideo perdeu a capacidade de proteger tomateiros.

Contudo, Freitas et al. (2015) demonstraram que ulvanas com diferentes
porcentagens de grupos sulfato (20,9 a 36,6%) apresentaram semelhantes redugdes na
severidade de doenga causada por Colletotrichum higginsianum em Arabidopsis thaliana, uma
planta da mesma familia da mostarda, indicando que o aumento do grau de sulfatagdo nem

sempre se traduz em aumento da eficacia da defesa.

2.6 Polissacarideos de exsudado de plantas

Uma vasta variedade de plantas vasculares é capaz de exsudar diversos tipos de
substancias. O que distingue essas substancias, dentre outros fatores, é a composi¢do quimica.
Os 6leos sdo compostos por acidos graxos e glicerol. As ceras, por ésteres alcodlicos de acidos
graxos. O latex, por terpenoides, proteinas, carboidratos e compostos fendlicos. O kino, por
compostos polifendlicos. A mucilagem, por polissacarideos neutros ou acidos. As resinas, por
terpenoides e/ou compostos fenolicos. As resinas de gomas, por uma mistura de polissacarideos
e terpenoides e/ou compostos fendlicos. E as gomas, que sdo formadas por polissacarideos
complexos (ROBERTS et al., 2020).

A producdo de gomas visa a oclusdo de vasos condutores e € um fendmeno natural
em plantas que ocorre, secundariamente, devido ao envelhecimento (formacdo de cerne), ao
estresse, ao ferimento e ao ataque de microrganismos ou organismos decompositores de
madeira. A oclusdo dos vasos limita os danos causados pelo corte ou pelos patdgenos e pragas
a um local especifico. Os estudos indicam que a embolia, obstru¢do dos vasos por bolhas de
gases que se desprendem da &gua, € a causa primaria da oclusdo dos vasos por goma, assim as

causas supracitadas estdo vinculadas a processos de embolia (DE MICCO et al., 2016).
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As gomas de exudatos possuem diversas aplicagbes. Castellani et al. (2010)
demonstraram que as gomas de Acacia senegal, Acacia seyal (ambas conhecidas como goma
arébica) e Anogeissus latifolia (goma ghatti) podem atuar como agente emulsificante. Karimi e
Mohammadifar (2014) concluiram que a goma de Astragalus
gossypinus (goma tragacanto) possui propriedade de estabilizante e de emulsificante. A goma
de Prunus amygdalus (goma de amendoeira) possui propriedade antioxidante e antimicrobiana
(contra Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa, Salmonella typhimurium,
Enterococcus faecalis e Escherichia coli), podendo ser usada no aprimoramento das
propriedades bioldgicas e funcionais de muitas formulacGes de alimentos (BOUAZIZ et al.,
2014). Moura Neto et al. (2011) sugeriram o uso da goma de Anacardium occidentale (goma
de cajueiro) modificada para a sintese de nanoparticulas. Essa goma ja foi utilizada para
encapsular 6leos essenciais com atividade larvicida (OLIVEIRA; PAULA; DE PAULA, 2014),
como fonte de carbono para o crescimento de bactérias e fungos (TORQUATO et al., 2004) e
como aglutinante para a producdo de comprimidos (OFORI-KWAKYE; ASANTEWAA;
KIPO, 2010). A goma de Spondias purpurea (goma de Ciriguela) modificada pode ser utilizada
no isolamento de lectinas especificas (TEIXEIRA et al., 2007). A goma de Anadenanthera
colubrina, aumentou a presenca de macréfagos (células imunoldgicas de animais) ativados in
vitro e em camundongos (MORETAO et al., 2003). Mate e Mishra (2020) relataram que goma
de Lannea coromandelica (goma Moi) pode ser utilizada como absorvente, espessante,
floculante, gelificante, emulsificante, substituinte de gordura e na formulacdo de comprimidos,
na liberacdo controlada de farmacos, pesticidas e fertilizantes, na sintese de hidrogéis e no
aumento do tempo de prateleira de frutas e legumes. O prolongamento do tempo de prateleira
foi conseguido pelo revestimento das frutas com essa goma de modo semelhante ao que se faz
com parafina. O aumento do tempo de prateleira foi atribuido pelos autores ao atraso do
amadurecimento e reducao da taxa de respiracdo. Ja foi relatado que tomates revestidos com
goma arabica sdo menos afetados por doencas (ALl et al., 2010).

A composi¢cdo monossacaridica residual das gomas extraidas do exsudato de
plantas, em geral, é variada. Porém, dentre as fontes de gomas pesquisadas neste trabalho, todas
apresentaram, em maior ou menor grau, residuos de acidos D-urénicos (D-AUro) e a maioria
apresentou residuos de L-ramnose (L-Ram), ambos relacionados com a defesa vegetal. Outros
residuos frequentes sdo os de L-arabinose (L-Ara) e D-galactose (D-Gal). Os demais residuos
que apareceram nas gomas foram D-manose (D-Man), D-glicose (D-Gli), D-xilose (D-Xil) e
L-fucose (L-Fuc) (Tabela 1).



Tabela 1 - Composicdo monossacaridica residual de gomas de exsudato de plantas

Goma de L-Ara | L-Ram | D-Man | D-Gal | D-Auro | D-Gli | D-Xil | L-Fuc Referéncia
C. speciosa 6,7 13,3 6,7 53,3 | 20,0 Fabio et al. (1982)
A. latifélia 71,3 2,2 --- 16,0 2,0 8,4 --- Deshmukh et al. (2012)
A. colubrina 63 6 1 20 10 -- Delgobo et al. (1998)
P. amygdalus 26 1 10 45 11 7 Bouaziz et al. (2014)
P. pérsica 36 2 42 13 7 Simas-Tosin et al. (2009)
L. coromandelica 11 2,5 69,5 17 Mate e Mishra (2020)
A. gossypinus 7,4 1,2 3,3 33,3 0,4 30,4 23,9 Karimi et al. (2014)
A. scoparia Spach 42,5 2,3 38,1 6 11,0 Molaei e Jahanbin (2018)
S. phalerata 34 7 54 5 Simas et al. (2004)
C. praecox 16 25 59 Pinto et al. (1994)
M. sinclairii 58 7 23 12 Sims e Furneaux (2003)
S. purpdrea 31,2 2,5 43,3 17,0 1,3 1,3 3,6 Teixeira et al. (2007)
C. gossypium 0,5 19,6 16,5 63,3 Janaki e Sashidhar (1998)
A. occidentale 4,8 3,6 72,5 55 125 | --- Moura Neto et al. (2011)
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A. Senegal 29,8 12,8 38,5 18,9 Apolinar et al. (2019)
A. seyal 45 4 38 13 Anderson et al. (1968)
S. urens 31 38 31 Anderson et al. (1982)
S. striata 28,8 23,4 42,2 5,6 Brito et al. (2004)
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Trés gomas se destacam por possuirem as maiores quantidades de residuos de monossacarideos envolvidos na defesa vegetal: as gomas

de Cochlospermum gossypium, de Sterculia urens e de Sterculia striata. Esta Gltima é conhecida como goma do chicha.
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2.6.1 A goma do chich&

A éarvore Sterculia striata (Figura 3) é vulgarmente chamada no Brasil de chicha,
amendoim-da-mata e castanha-de-macaco (SILVA; FERNANDES, 2011). Pode ser
classificada como micotrofica, ou seja, capaz de estabelecer vinculos mutualisticos com fungos
(LACERDA et al., 2011). Do exsudato dessa planta é possivel extrair uma goma carregada
denominada goma do chicha (BRITO et al., 2005; BRITO et al., 2004).

Devido ao alto teor de &cidos urdnicos, a goma do chicha ja foi utilizada na sintese
de nanocompdsitos eletroativos para detec¢do de dopamina (ZAMPA et al., 2007). Por causa
da sua compressibilidade e fluidez essa goma pode ser usada na sintese de compridos
(FERREIRA et al., 2019). Magalhées et al. (2016) e Dario et al. (2010) sugeriram seu uso,
respectivamente, para liberacdo controlada de cloroquina e para adsorcdo de lisozima em
pastilhas de silicio. Recentemente foi demonstrado que a goma do chicha esterificada possui
efeito antimicrobiano contra bactérias Gram-negativas (SILVA et al., 2021).

Figura 3 - Arvore Sterculia striata

Fonte: https://www.capes.gov.br/36-noticias/10364-fruto-do-chicha-como-um-potencial-alimento-
funcional
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A composicdo da goma isolada do exsudato do chiché é a que segue: galactose
(19,3-23,4%), ramnose (23,1-28,8%), acidos urdnicos (42,2-49,2%), xilose (5,6-7,7%) e
grupos acetil (9,6-10,7%). Essa goma possui grandes quantidades (65,3-78%) de dois dos trés
residuos que foram relacionadas a elicitacdo vegetal: ramnose e acido urénico (BRITO et al,
2005; BRITO; SILVA; PAULA,; FEITOSA, 2004) e poderia passar a conter os grupos sulfatos
se fosse submetida a uma reacdo de sulfatacao.

Le Cerf, Irinei e Muller (1990) ja demonstraram que a goma karaya, um
polissacarideo semelhante a goma do chichd, depois de sofrer um processo de desacetilagéo,
muda de uma conformagdo muito compacta para uma conformacgédo mais expandida em solugéo
aquosa. Brito et al. (2005) e Silva et al. (2003) observaram que a desacetilagdo tende a
enfraquecer as interacGes entre as cadeias da goma.

Se a reacdo de desacetilacdo expande a macromolécula e enfraquece as interagcdes
intermoleculares, tem-se uma maior exposicdo dos residuos de interesse (ramnose e acidos
urbnicos) localizados em grande quantidade na cadeia principal da goma (ASPINALL,;
KHONDO; WILLIAMS, 1987) (Figura 4). Outra vantagem da desacetilacdo é a aproximacéo
da composicdo da goma do chicha com a composi¢cdo das ulvanas, pois retira um residuo nao
comum.,

Abouraicha et al. (2017) e Abouraicha et al. (2015) demonstraram que a capacidade
das ulvanas e das glucuronanas de induzirem resisténcia em vegetais aumenta apds a

diminuicdo da cadeia molecular. Por isso a reacdo de hidrolise pode também trazer vantagens.

Figura 4 - Estrutura quimica bésica da goma karaya, que é semelhante a da goma do chicha
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2.7 Sulfatacdo, desacetilacdo e hidrolise de gomas

A modificacdo quimica de polissacarideos pode ser Util para melhorar certas
propriedades originais ou para criar novas. A sulfatacdo, desacetilacdo e a hidrdlise séo
derivatizagdes comuns (ABOURAICHA et al., 2017; HUANGA; CHENA; HUANG, 2016;
BRITO et al., 2005; BRITO et al., 2004).

Um esquema simplificado da reacdo de sulfatacdo de um polissacarideo pode ser
observado na Figura 5. A sulfatacdo é uma reacéo eletrofilica na qual o eletréfilo é o agente
sulfatante. No esquema abaixo nota-se que um par de elétrons da hidroxila do polissacarideo
ataca o enxofre do ACS para, apos o hidrogénio abandonar a hidroxila (deixando os elétrons da
ligagdo no oxigénio) e se unir ao cloro do ACS para formar acido cloridrico, produzir a forma
acida do derivado sulfatado. Para obtencdo do polissacarideo na forma de sal de sddio utiliza-

se 0 hidroxido de sadio.

Figura 5 - Esquema simplificado da reacédo de sulfatacdo de uma goma

Um esquema simplificado que ilustra a reacao de desacetilacdo de uma goma pode
ser observado na Figura 6. Nele pode-se observar que a saida do grupo acetil se inicia com um
ataque dos elétrons do ion hidroxido ao carbono da carbonila do grupo acetil. Esse grupo
abandona o polissacarideo na forma de &cido acético e carga negativa do ion alcéxido que resta

no polissacarideo ¢ estabilizada pela carga positiva do contra-ion sodio.
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Figura 6 - Esquema simplificado da reacéo de desacetilacdo de uma goma
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Na reacdo de hidrolise &cida de polissacarideos ocorre o rompimento de ligacGes
entre 0s monossacarideos por meio do ataque de um par de elétrons do oxigénio da ligacéo
glicosidica ao ion de hidrogénio da solugéo acida. A carga positiva que se forma no oxigénio
atrai o par de elétrons de uma das ligacdes simples que o oxigénio forma com carbono, e ao
mesmo tempo torna a carga parcial desse carbono positiva, tornando-o suscetivel ao ataque dos
elétrons do oxigénio das moleculas de agua do meio, que perdem um ion hidrogénio,

devolvendo-0 ao meio onde se processa a catalise &cida (Figura 7).

Figura 7 - Esquema simplificado da reacéo de hidrolise de uma goma
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Avaliar a capacidade de polissacarideos induzirem resisténcia na pds-colheita em

mangas e magas.

3.2 Objetivos Especificos

o Isolar e sulfatar polissacarideos de Anacardium occidentale, Sterculia striata,
Dimorphandra gardneriana e Caesalpinia pulcherrima.
o Produzir derivados desacetilados, hidrolizados e sulfatados do polissacarideo de

Sterculia striata;
o Caracterizar os polissacarideos e seus derivados;
o Na etapa preliminar:
= Auvaliar o efeito dos polissacarideos na inducdo de resisténcia contra Colletotrichum
em mangas e/ou medir a atividade da fenilalanina amdnia-liase (PAL) em mangas
tratadas com esses polissacarideos;
= Mensurar o efeito da goma do chicha desacetilada e sulfatada na inducao de resisténcia
contra Penicillium em macas.
o Avaliar a atividade da fenilalanina amdnia-liase (PAL) e a severidade da antracnose em
mangas tratadas com a goma do chicha e seus derivados.
o Avaliar as atividades de enzimas de defesa e o conteido de lignina em macds tratadas

com a goma do chicha desacetilada e sulfatada.
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4 HIPOTESES

E necessario analisar a capacidade de vérios polissacarideos agirem como indutores
de resisténcia vegetal? O futuro da agricultura depende da resisténcia das plantas a doengas,
seja conseguida por meio da engenharia genética ou por meio da inducdo de resisténcia por
elicitores.

A cadeia principal da goma do chicha, que é composta por residuos de acidos
urénicos e ramnoses alternados, e esta presente também na pectina da parede celular de mangas
e macds e na estrutura da goma ulvana, tem a habilidade de aumentar a atividade de enzimas

relacionadas com a defesa em mangas e magas.
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5 MATERIAIS E METODOS

5.1 Testes preliminares em mangas

5.1.1 Materiais

Os exudatos de cajueiro e de chicha foram coletados em arvores localizadas em
Fortaleza (Ceara-Brasil). As sementes de Fava danta e de Caesalpinia pulcherrima foram
colhidas no Crato e em Russas (Ceara-Brasil), respectivamente. A celulose bacteriana foi
produzida no Laboratdrio de Microbiologia da Embrapa Agroindustria Tropical. O benzotiazol
(BTH, Bion®) 50% p/p, hipoclorito de sodio, hidréxido de sodio, N, N-dimetilformamida
(DMF) e &cido clorossulfonico (CSA) foram obtidos da Vetec, Brasil. O cloreto de sodio, acido

cloridrico e etanol foram adquiridos na Synth, S&o Paulo, Brasil.

5.1.2 Isolamento e sulfatacédo dos polissacarideos

Os procedimentos de isolamento das gomas de exsudatos foram semelhantes. Na
Figura 8 pode-se observar o fluxograma da extracdo da goma do chicha. Os exsudatos da
Sterculia striata e do cajueiro foram dissolvidos em agua destilada a 1 e 5%, respectivamente,
a temperatura ambiente. As misturas foram filtradas em funil de placa sinterizada (G2) e o pH
foi ajustado para 7,0 com adicéo de solugéo de hidroxido de sédio (1,0 mol.L™). Adicionou-se
cloreto de sodio (o equivalente & metade da massa do exsudato utilizado) e apos 3 h sob agitacéo
precipitou-se a goma em 2 volumes de etanol (96 °GL). Filtrou-se a mistura em funil de placa
sinterizada (G3). A goma retida no filtro foi lavada trés vezes com etanol e posta no dessecador
sob vacuo para secagem na temperatura ambiente, obtendo-se assim a goma do chicha e a goma
do cajueiro (adaptado de MOURA NETO et al., 2011; BRITO et al., 2004).
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Figura 8 - Fluxograma da extra¢do da goma do chicha
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As sementes de Fava Danta e Caesalpinia pulcherrima (50 g) foram lavadas com
detergente neutro para remocdo dos compostos hidrofobicos, colocadas em placa de Petri
forrada com algoddo umedecido em agua destilada e sobreposta com outra camada de algodéo
umedecido. A placa foi colocada em autoclave por 30 minutos sob pressao de 1,0 a 1,5 kgf /
cm? e temperatura entre 110 e 120 °C para 0 intumescimento das sementes que, apds atingirem
a temperatura ambiente, tiveram suas partes (tegumento, endosperma e cotilédone) separadas
manualmente. O endosperma foi moido em agua destilada, a mistura foi centrifugada a 6000
rpm por 30 minutos a 25°C e o sobrenadante foi coletado e precipitado em dois volumes de
etanol. O precipitado foi retido sob vacuo em um funil de placa sinterizada n.° 3, lavado quatro
vezes com alcool e duas vezes com acetona e seco em um dessecador a vacuo. Assim obtiveram-
se as galactomananas de Fava Danta e Caesalpinia pulcherrima (Adaptado de MAZZINI;
CEREZO, 1979).

Todas as gomas foram sulfatadas praticamente da mesma forma (Figura 9).
Colocou-se 1,00 g do polissacarideo em um baldo de 250 mL. Foram adicionados aos poucos
50 mL de N, N- dimetilformamida (DMF) e o sistema foi deixado sob agitacdo por 15 horas.
Mais 50 mL de DMF foram adicionados e o sistema foi colocado em banho de gelo. Adicionou-
se, paulatinamente, de 2 em 2 mL, 6 mL de acido clorossulfonico (ACS). A reacao se processou
por 3 horas a temperatura ambiente. A mistura foi adicionada em dois volumes de etanol.
Somente no caso da goma do chicha foi colocado 0,5 g de cloreto de s6dio. A goma precipitada
foi retida em funil de placa sinterizada (G 3), lavada duas vezes com etanol e dissolvida em 200

mL de agua destilada. O pH foi elevado para 7,0 com hidroxido de sodio (1,0 mol.L?) e a
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mistura foi dialisada contra agua destilada. Quando a condutividade da &gua de dialise foi
equivalente ao da agua destilada, o conteddo da membrana foi liofilizado, obtendo-se o
polissacarideo sulfatado (adaptado de PIRES et al., 2013).

Figura 9 - Fluxograma da sulfatagcdo dos polissacarideos
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5.1.3 Caracterizacao dos polissacarideos
5.1.3.1 Microanalise elementar (ME)

A porcentagem de carbono (% C) e enxofre (% S) contida nos derivados sulfatados,
necessaria para o calculo do grau de sulfatacéo, foi medida em um microanalisador PerkinElmer
2400 Série Il CHNS / O Analyzer.
5.1.3.2 Espectroscopia de absorcao na regido do infravermelho (FTIR)

Os espectros de FTIR para as gomas, seus derivados sulfatados e para GCH

desacetilada foram obtidos por meio de pastilhas de KBr em equipamento IRTracer 100

(Shimadzu), com varredura de 400 a 4000 cm™.
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5.1.4 Severidade da antracnose e atividade da fenilalanina amonialiase

A severidade da antracnose foi mensurada por meio do diametro da lesdo em cada
fruto. (LIMA et al., 2021). A analise estatistica foi realizada por meio do programa Sisvar,
usando-se a técnica de anélise de varidncia Anava e o teste de Tukey com nivel de significancia
de 0,05.

A atividade da fenilalanina amonialiase (PAL) foi obtida a partir das polpas das
mangas. Com o auxilio de uma sonda de ago inoxidavel retirou-se parte da polpa e separou-se
aproximadamente 2,0 g do mesocarpo. As amostras obtidas formam congeladas e armazenadas
a -80 °C até serem utilizadas para producéo do extrato. A atividade da PAL foi mensurada
baseando-se no método descrito por El-Shora (2002) e Mori, Sakurai e Sakuta (2001). A PAL
catalisa a desaminagdo ndo oxidativa da fenilalanina, gerando &cido transcindmico (ATC). A
técnica consiste em detectar a quantidade de ATC formada por espectroscopia no UV. A
absorbancia em 290 nm foi convertida em concentracdo de ATC por meio da curva de
calibracdo. Para conseguir-se a curva padrdo de ATC colocou-se, sob 30 °C de temperatura, em
tubos de ensaio de 0 a 2250 pL (em aliquotas de 250 pL) da solugdo de ATC (1 mmol. L)
diluido 15 vezes, de 0 a 2250 pL da solucdo de tampéo tris-HCI (100 mmol.L?, pH 8,4) e 250
UL de acido cloridrico (6 mol.L™). O branco foi obtido em 290 nm, com a solugéo contendo
todos os reagentes, exceto o ATC, utilizando-se cubeta de quartzo. Pesou-se aproximadamente
2,0 g do tecido da polpa da manga que foi homogeneizado com 8 mL da solugdo tampéo de
extracdo (pH 8) (2,459 de tris-hidroximetilaminometano (Tris), 0,037 g de &cido etilenodiamino
tetra-acético (EDTA), 0,5 g de polivinilpirrolidona (PVP) para 100 mL) em banho de gelo. A
determinacdo da atividade enzimatica foi feita em triplicata adicionando-se na cubeta em
sequéncia: 50 pL de B-mercaptoetanol (50 mmol.L™), 250 pL do extrato, 1450 pL de tampdo
tris-HCI (100 mmol.L?, pH 8,4), 200 pL de solugdo de L-fenilalanina e incubando-a a 30 °C
por 1 h. Uma aliquota de 250 pL de HCI 6 mol/L foi adicionada para finalizar a reacdo. No
controle em branco para cada amostra, colocou-se a solucdo de L-fenilalanina somente apés a
interrupcéo da reagdo com HCI 6 mol.L . Todos os tubos foram centrifugados a 10 000 x g/10

min e a absorbancia lida.
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5.1.5 Atividade antifingica

A avaliacdo da atividade antiftingica foi realizada acompanhando-se o crescimento
do disco de micélio do Colletotrichum siamense em um meio de cultura feito com os
polissacarideos nas concentragdes 0; 0,1; 0,2; 0,3; 0,4; 0,5e 0,6 mg mL (VIEIRA et al., 2018).

5.2 Testes preliminares em magas
5.2.1 Materiais

A goma do chichd desacetilada e sulfatada advém de exudato com origem

esclarecida em ‘5.1.1. Materiais’ da subsegdo 5.1. (Testes preliminares em mangas).

5.2.2 Isolamento, sulfatacdo e desacetilacio dos polissacarideos

O isolamento ¢ a sulfatagdo da goma do chicha constam em ‘5.1.2. Isolamento e
sulfatacdo dos polissacarideos’ da subsecdo 5.1. (Testes preliminares em mangas). A
desacetilacdo foi realizada como segue: foi preparada uma mistura de goma chichd com agua
(200 mL, 1% m/v). Um volume de 200 mL de uma solucéo de hidréxido de sodio (1,0 mol L~
1) foi adicionado com o sistema sob agitagdo e, 20 minutos depois, a mistura foi neutralizada
com &cido cloridrico (6,0 mol L) e dialisada por 4 dias acompanhando-se a condutividade da
agua. O conteudo final da membrana foi liofilizado para produzir a goma de chicha desacetilada
(GCHDA) (Figura 10) (BRITO et al., 2005).

Figura 10 - Fluxograma da desacetilacdo da goma do chicha
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5.2.3 Caracterizacéo dos polissacarideos
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5.2.3.1 Microanélise elementar (ME)

Descrita na subsecdo ‘5.1.3. Caracterizagdo dos polissacarideos’.

5.2.3.2 Espectroscopia de absorcéo na regido do infravermelho (FTIR)

Descrita na subse¢do ‘5.1.3. Caracterizagdo dos polissacarideos’.

5.2.4 Severidade de doenca causada por Penicilium

A severidade da doenca causada pelo fungo Penicilium em macés foi medida da
mesma forma que se mediu a severidade da antracnose em mangas. O método consta em “5.1.4.

Severidade da antracnose e atividade da fenilalanina amonialiase .

5.3 Testes em mangas

5.3.1 Materiais

Goma do chicha (GCH), Goma do chicha desacetilada (GCHDA), hidrolisada
(GCHH) e sulfatada (GCHS); Goma do chicha desacetilada hidrolisada (GCHDAH) e sulfatada
(GCHDAS); Goma do chicha hidrolisada sulfatada (GCHHS). A goma do chicha advém de
exudato com origem esclarecida em ‘5.1.1. Materiais’ da subsegdo 5.1. (Testes preliminares

em mangas).

5.3.2 Isolamento e modificacBes dos polissacarideos

Os métodos de isolamento e sulfatagdo sdo fornecidos em °5.1.2. Isolamento e
sulfatag¢ao dos polissacarideos’. A desacetilacdo € descrita em ‘5.2.2. Isolamento, sulfatacéo e
desacetilagdo dos polissacarideos’. O método de hidrélise é o que segue. Dissolveu-se 2,0
gramas da GCH em uma quantidade minima de agua destilada em um frasco vidro de 110 mL.
Foram adicionados 30 mL de uma solucéo de acido sulfarico (1,0 mol.L™) e o frasco colocado
em banho de areia a 100 °C (x5 °C). Apés 2,5 horas o frasco foi retirado do banho de areia,

esperou-se o resfriamento e neutralizou-se a mistura com hidroxido de sédio (1,0 mol L™).
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Dialisou-se o contetdo contra agua destilada. A goma hidrolisada (GCHH) foi obtida por
liofilizag&o (Figura 11) (adaptado de BRITO et al., 2005).

Figura 11 - Fluxograma da hidrdlise da goma do chicha e derivados
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5.3.3 Caracterizacao dos polissacarideos
5.3.3.1 Microanalise elementar (ME)

Descrita na subsegdo ‘5.1.3. Caracterizagdo dos polissacarideos’.
5.3.3.2 Espectroscopia de absorcao na regido do infravermelho (FTIR)

Descrita na subsegdo ‘5.1.3. Caracterizagdo dos polissacarideos’.
5.3.3.3 Cromatografia de permeacao em gel (GPC)

Os polissacarideos foram dissolvidos em NaNOs 0,1 mol L? (0,1% m/v) com o
auxilio de um banho-maria (70 °C) e sob agitacdo por 12 horas. As solucdes foram filtradas em
membrana de celulose 0,45 um da MILIPORE. As amostras, dissovidas na solu¢do de NaNOs
(1,0 mg mL™) foram injetadas em equipamento SHIMADZU, que consiste em uma bomba

(LC10AD) acoplada a detectores de indice de refragdo (RID6A). Para a separacdo, foi utilizada

uma coluna PolySep Linear (300 mm x 7,8 mm) com pré-coluna PolySep Linear (35 mm x 7,80
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mm). A solucdo de NaNOs 0,1 mol/L foi utilizada como eluente sob vazéo de 1,0 mL/min. A
curva padrdo (logM = 13,92 - 0,99Ve) para a determinacdo da massa molar foi construida
usando os padrdes de poliestirrenossulfonato.

5.3.3.4 Potencial zeta e tamanho de particula

O potencial zeta e o0 tamanho de particula dos polissacarideos foram obtidos em um
equipamento Nano Zeta Sizer Malvern® modelo ZS 3600 por meio do espalhamento dindmico
de luz utilizando um laser a 633 nm com um angulo de espalhamento (configurado) em 173°.
Os polissacarideos foram dissolvidos em agua (zeta) e em solucdo de NaNOsz 0,1 mol L™
(tamanho) na concentracéo de 1,0 mg mL™.

5.3.4 Preparacao de materiais e tratamento das mangas

As mangas foram imersas em uma solucéo de hipoclorito de sodio (2%, v/v) durante
2 minutos para sanitizacdo. Foram lavadas com agua da torneira e logo em seguida divididas
de forma aleatéria em 9 grupos de 21 mangas e secas ao ar. Depois foram borrifadas com as
solugBes de polissacarideos na concentragdo de 5 mg mL™. Um grupo de controle foi borrifado
com agua destilada e outro com solugdo de Bion [0,196 mg mL? (ZHU et al., 2008)]. Apds 24
horas do tratamento com polissacarideos, agua e Bion, uma lesdo uniforme foi feita em duas
regides de 9 dos 21 frutos tratados para inoculacdo de 20 puL de uma suspensdo conidial de C.
siamense (1 x 10° esporos/mL). Os frutos inoculados e ndo inoculados foram colocados em
caixas de plastico, e armazenados a temperatura ambiente (em torno de 25 °C). O diametro das

manchas que foram causadas pelo fungo nas mangas foi acompanhado e medido.

5.3.5 Severidade da antracnose e atividade da fenilalanina amonia-liase

Consta em ‘5.1.4. Severidade da antracnose e atividade da fenilalanina

amonialiase’.
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5.4 Testes em macas

5.4.1 Materiais

A goma do chicha desacetilada e sulfatada advém de exudato com origem
esclarecida em ‘5.1.1. Materiais’ da subse¢ao 5.1. (Testes preliminares em mangas). BTH
(Bion®) 50% p/p, hipoclorito de sodio, solugdo salina tamponada com fosfato (pH 7,4), acido
citrico, albumina sérica bovina, monolignol (guaiacol) peroxidase, guaiacol, peréxido de
hidrogénio, pirocatecol, acetona, &cido tioglicélico e 2 -hidroxipropiléter foram fornecidos por
Sigma-Aldrich, Sdo Paulo, Brasil. Hidréxido de sodio, N, N-dimetilformamida (DMF) e acido
clorossulfonico (CSA) foram obtidos da Vetec, Brasil. O cloreto de sodio, &cido cloridrico e
etanol foram adquiridos na Synth, Sdo Paulo, Brasil.

5.4.2 Isolamento, desacetilacdo e sulfatacéo dos polissacarideos

Consta na subsecdo 5.2.2. Isolamento, sulfata¢do e desacetilagdo dos

polissacarideos’.

5.4.3 Caracterizacao dos polissacarideos

5.4.3.1 Microanalise elementar (ME)

Descrita na subsegdo ‘5.1.3. Caracterizagdo dos polissacarideos’.

5.4.3.2 Espectroscopia de absor¢ao na regido do infravermelho (FTIR)

Descrita na subsegdo ‘5.1.3. Caracterizagdo dos polissacarideos’.

5.4.3.3 Analise térmica (TGA, DSC)

Amostras de polissacarideos (10 mg) foram submetidas a analise termogravimétrica

em equipamento TGAQ50 (TA Instruments) em atmosfera de ar sintético com taxa de

aquecimento de 10 °C min™.
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5.4.3.4 Ressonancia Magnética Nuclear de Carbono-13 (*3C-RMN)

Os polissacarideos foram dissolvidos em dgua deuterada, a qual foi adicionada DSS
a 1% para calibracdo zero do deslocamento quimico no espectro de *3C RMN. A hidrdlise acida
parcial foi realizada no GCH para tornar o espectro mais claro. Os espectros de **C RMN foram
obtidos a 70 °C em um espectrometro modelo BRUKER AVANCEDRX500.

5.4.3.5 Cromatografia de Permeacao em Gel (GPC)

Consta na subsecao ‘5.3.3.3. Cromatografia de permeagdo em gel (GPC)’.

5.4.4 Preparacao de materiais e tratamento das magas

Os polissacarideos GCHDA, GCHS e o BTH foram dissolvidos em agua destilada
nas seguintes concentracdes, 5 mg mL?* para GCHDA e GCHS e 0,4 mg mL™* parao BTH. As
macas Pink Lady foram colhidas em Vacaria, no estado do Rio Grande do Sul, no Brasil. Os
frutos foram sanitizados em solugédo de hipoclorito de sddio 2% (v/v). Depois de secas, algumas
macas foram pulverizadas com agua, outras com as solugdes de polissacarideo e outras com
BTH. Em um experimento com trés repeticdes, amostras de macd foram coletadas em varios
momentos (12, 24, 48 e 72 h) para determinar a atividade das enzimas guaiacol peroxidases e

polifenoloxidases.

5.4.5 Avaliacédo da atividade de GPX e PPO e do contetdo de lignina

As amostras de polpa foram retiradas com um perfurador e homogeneizadas por 2
minutos em um almofariz em diluicdo 1: 3 (m/v) com tampdo PBS 100 mmol.L? pH 7,4
contendo &cido citrico 25 mmol.L? (resfriado). Apds filtragdo em gaze, o material fresco foi
centrifugado a 12.400 x g por 10 mina 4 °C. O extrato bruto obtido do sobrenadante foi utilizado
para determinacGes enzimaticas. Para avaliar as atividades relativas da enzima, a proteina
solivel (mgP mL™) dos extratos brutos foi determinada previamente usando albumina de soro
bovino 0,3 mol.L*? (BSA) (BRADFORD, 1976).

Para determina¢do da atividade das enzimas aliquotas de 100uL dos extratos brutos

(sobrenadante) foram utilizadas como substrato nas misturas das enzimas: 2,0 mL de
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monolignol (guaiacol) peroxidase (GPX), com 20 mmol.L™? guaiacol e H202 30 mmol.L2. As
polifenol oxidases (PPO) foram medidas com pirocatecol 30 mmol.L™. A atividade das duas
enzimas foi registrada por 10 minutos em espectrofotometro. A atividade de GPXs foi lida em
480 nm e de PPOs em 410 nm (CAVALCANTI etal., 2007). Uma unidade de atividade relativa
(UA) de ambas as oxidases foi definida como a alteracdo da absorbancia no respectivo
comprimento de onda da enzima por um miligrama de proteina soltivel por minuto (UA mgP*
mint).

Amostras de polpa de maca expostas a elicitores foram usadas para extragdo de
lignina, conforme método descrito por Monties (1989), com pequenas modificaces. Aliquotas
de 0,2 mg de material fresco reduzidos a pé fino com nitrogénio liquido e expostas a acetona a
85% (7 mL) durante 48 h de incubag&o. As amostras foram entdo centrifugadas a 7.500 x g por
15 min a 7 °C. O sobrenadante foi descartado, o precipitado seco ao ar por 24 h e ressuspenso
em 5 mL de &cido tioglicolico (TGA) em HCI 2 mol.L™* (1:10, v/ v) por 4 h a 25 °C. Ap6s nova
centrifugacdo, o sobrenadante foi transferido para um tubo de 20 mL, onde foram adicionados
200 pL de 10 mol.L* HCI a uma incubagdo em banho de gelo por 4 h. Em seguida, os tubos
foram submetidos a centrifugacgéo (7.500 x g, 30 min, 7 °C) com os granulados homogeneizados
em 5 mL de NaOH 0,5 mol.L? e lidos a 280 nm em espectrofotdmetro UV. Para quantificar a
lignina solivel em &cido (derivados de TGA), uma curva padréo foi preparada variando de 10
a 100 mg.mL? de éter 2-hidroxipropilico. Os dados foram expressos em microgramas por

mililitro. Os ensaios foram realizados em triplicata.

5.4.6 Analise estatistica

Em relacdo as respostas enzimaticas, estatisticas descritivas e desvios padrao entre
as macds tratadas com gomas, Bion e as pré-tratadas com agua (Ctrl-) foram comparadas com
barras verticais ao lado das médias em cada hora do intervalo de tempo. Para as determinac6es
de lignina, normalidade (Shapiro-Wilk), os testes de homocedasticidade (Bartlett), ANOVA e
Tukey foram executados com 5% de significancia com um script R especifico (versdo R 3.5.0
- The R Foundation, 2018).
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6 RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1 Testes preliminares em mangas

6.1.1 Sulfatacdo dos polissacarideos e caracterizacdo dos derivados sulfatados

Na Tabela 2 pode-se observar o teor de carbono e enxofre e o grau de sulfatacdo
das gomas. E na Figura 12 constam os espectros de absor¢éo na regido do infravermelho

(FTIR) das gomas usadas nos testes preliminares.

Tabela 2 - Percentual de carbono e enxofre e o grau de sulfatagdo dos polissacarideos

sulfatados!

Amostras %C %S DS
CBS 21,44 8,88 0,93
GCPS 23,08 4,60 0,45
GFDS 31,48 3,52 0,25
GCS 36,47 1,28 0,08
GCHS 17,50 7,10 0,82

! Legenda dos polissacarideos: CBS (Celulose bacteriana sulfatada), GCPS (Galactomanana de Caesalpinia
pulcherrima sulfatada), GFDS (Galactomanana de Fava Danta sulfatada), GCS (Goma do cajueiro sulfatada) e

GCHS (Goma do chichd sulfatada).



53

Figura 12 — FTIR para os polissacarideos usados nos testes preliminares?
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Todos os polissacarideos apresentaram bandas comuns no FTIR, como 3410 cm™
e 2927 cm™ devido a vibracio de alongamento de OH e CH, respectivamente (WANG et al.,
2014), a faixa 1174-922 cm™ atribuida as vibragGes de COC, CO da estrutura glicosidica e C-
OH do élcool primario (RAZAVI et al., 2014) e a extensdo 1490-1350 cm™ causada pela
deformacdo simétrica de HCH e COH (BURITI et al., 2013; WANG; SOMASUNDARAN,
2006). A banda em 1638 cm™ foi atribuida a agua ligada (RODRIGUEZ-CANTO et al., 2020;
DODI; HRITCU; POPA, 2011).

A banda intensa em 1250 cm™ foi devido ao alongamento assimétrico de S=O
(PEYMAN et al., 2011; KOSHY; BOGGS, 1997) e é mais intensa em CBS e menos intensa
em GCS que possuem, respectivamente, o maior e 0 menor grau de sulfatacdo (DS) (Tabela 2).
A banda 819 cm foi relatada como sendo 6-sulfato de residuos de D-galactose (WANG et al.,

2010D).

2 Legenda dos polissacarideos: CBS (Celulose bacteriana sulfatada), GCPS (Galactomanana de Caesalpinia
pulcherrima sulfatada), GFDS (Galactomanana de Fava Danta sulfatada), GCS (Goma do cajueiro sulfatada) e
GCHS (Goma do chiché sulfatada) e GC (Goma do cajueiro).
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6.1.2 Severidade da antracnose e atividade da PAL

Objetivando se encontrar um polissacarideo promissor para o tratamento de mangas
contra antracnose, foi avaliada a severidade dessa doenca apds a aplicacdo de gomas nas frutas
po6s-colhidas. Nas Figuras 13 e 14 pode-se observar que a aplicacdo da goma do chicha e da
goma do cajueiro nas doses de 0,5 e 0,8 mg mL™ ndo resultaram em reducdo da severidade da
antracnose nas mangas Tommy. E valido salientar, entretanto, que os frutos estavam mais
maduros que o ideal e que se inoculou os frutos com 20 pL de uma suspensao de esporos na
concentracdo da ordem de 107 que é relativamente grande.

Figura 13 —Diametro médio das lesdes causadas por antracnose em mangas Tommy tratadas
com goma do chicha. Apos 4 dias (a) e 6 dias (b)
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Figura 14 — Teste para manga Tommy tratada com goma do cajueiro. Apds 4 dias (a) e 6 dias
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As Figuras 15 e 16 também revelam que a aplicacdo dos polissacarideos nédo
impediu o desenvolvimento da doenga nas mangas Palmer, talvez também por causa das

condicdes supracitadas para o caso das mangas Tommy.

Figura 15 - Teste para manga Palmer tratada com goma do chicha. Apdés 4 dias (a) e 6 dias (b)
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Figura 16 - Teste para manga Palmer tratada com goma do cajueiro. Apoés 4 dias (a) e 6 dias (b)
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Como seria um processo lento e custoso fazer a selecdo do polissacarideo ideal
observando-se a severidade da doenca resolveu-se analisar a atividade de uma importante
enzima envolvida na inducdo de defesas em vegetais, a fenilalanina aménia liase (PAL). Na
Figura 17a constam os valores de atividade de PAL para cinco polissacarideos (celulose
bacteriana sulfatada [CBS], goma do chicha sulfatada [GCHS], galactomanana de Caesalpinia
pulcherrima sulfatada [GCPS], galactomanana de fava danta sulfatada [GFDS] e goma do
cajueiro sulfatada [GCS]). O bion foi utilizado como controle positivo. Note-se,
estatisticamente semelhante, numericamente o polissacarideo que parece ter o comportamento
mais parecido com o do bion € GCHS. Na Figura 17b pode-se observar somente a atividade da
PAL GCHS e CBS. A goma do Chicha sulfatada novamente apresentou atividade de FAL
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numericamente maior que a agua (controle negativo) e a celulose bacteriana sulfatada. Dessa
forma decidiu-se explorar a goma do chicha e seus derivados para seguir com 0s testes com

mangas.

Figura 17 — Atividade da Fenilalanina amonia liase
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6.1.3 Atividade antifingica

Alguns materiais que foram candidatos a elicitores tiveram suas atividades
antifingica testadas. Nas Figuras 18, 19 e 20 pode-se observar a capacidade de os
polissacarideos controlarem o crescimento do didmetro do disco de micélio do fungo

Colletotrichum no do tempo em diversas concentracées.

Figura 18 — Teste antifingico para a goma do chichd (GCH) (a) e para a goma do chicha
sulfatada (GCHS) (b)

100 100
b
90 90
—~ 80+ —~ 804
€ €
E 70- £ 70
o o
D 601 D 604
€ S
g 8
T 504 T 50+
[ ] @® padrdo
40 4 [ ] 40 4 ® 01mglL*
L] ® 02mglL?
30 - ® 04mglL” 30 - ® 03mglL”
0,5mgL* 05mgL”
2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11

tempo (dia) tempo (dia)



57

Figura 19 — Teste antifungico para a goma do cajueiro levemente sulfatada (GCS) (a) e para a
galactomanana de Caesalpinia pulcherrima sulfatada (GCPS) (b)
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Figura 20 — Teste antifungico para a Celulose Bacteriana Sulfatada (CBS)
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Dentre as gomas testadas, a GCHS pareceu ter o maior efeito fungistatico (que
causa inibicdo sem causar a morte do fungo [LEWIS; GRAYBILL, 2008]), principalmente na
concentracdo 0,3 mg mL? (Figura 18b) e a CBS, ao que parece, ndo possui atividade
fungistatica em nenhuma das concentracfes testadas (Figura 20). GCPS apresentou efeito
parecido com o da GCHS, mas somente em 0,2 mg mL™* (Figura 19b). Fracos efeitos
fungistatico foram observados para GCH e GC nas concentragbes 0,3 e 0,2 mg mL™,
respectivamente (Figura 18a e 19a).

E interessante notar que as gomas (GCH, GCHS, GCS e GCPS) apresentaram efeito
fugistatico maximo em concentracdes inferiores (0,3 e 0,2 mg mL™?) & maxima (0,5 mg mL™%).

A0 que parece, a partir de determinada concentracdo ideal de goma, aumentos da concentragéo
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diminuem o efeito fungistatico. Velluti et al. (2003) relataram que a duplicacéo da concentracéo
de 6leo essencial de 500 para 1000 pg g™ ndo resultou em aumento da atividade antifiingica.
Talvez essa perda de ganho de atividade com o aumento da concentracao tenha relacdo com o
crescimento também da viscosidade que restringe a mobilidade do principio ativo.

6.2 Testes preliminares em magas

6.2.1 Sulfatacdo e desacetilacad da goma do chicha e caracterizacdo dos derivados sulfatados

Consta nas subsecoes 7.4.1. e 7.4.2. da se¢ao ‘7.4. Testes em magas’

6.2.2 Severidade do Penicilium

Durante os testes dos derivados da goma do chicha como elicitores de mangas foi
percebido que a estrutura da GCH continha residuos também presentes nos polissacarideos de
algas verdes: acidos urénicos e ramnose. Na literatura ha trabalhos que relatam que esses
residuos juntamente com grupos sulfatos sdo responsaveis pela a inducdo de compostos de
defesa provocada por polissacarideos de algas verdes em macés. Por isso avaliou-se a
severidade de doenca causada por Penicilium em macds tratadas com derivados da goma do

chicha.

Figura 21 — Severidade de doencga causada por Penicilium em macas Fuji tratadas com
derivados sulfatado e desacetilado da goma do chicha
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Note-se na Figura 21 que as lesdes nas macas tratadas com solugdo de goma do

chicha desacetilada (GCHDA) (5 mg mL™) ndo aumentou estatisticamente com o passar do
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tempo e que nas magas tratadas com goma do chicha sulfatada (GCHS) (5 mg mL?) houve leve
aumento na leséo, em comparagdo com o controle.
Com base nesses resultados deu-se continuidade aos testes de derivados da goma

do chicha como indutor de resisténcia em macas.

6.3 Testes em mangas
6.3.1 Isolamento e modificacdes dos polissacarideos

A Tabela 2 apresenta o rendimento nominal do isolamento e de cada reagdo de
modificacdo da goma do chicha, que foi calculado por meio da razdo entre a massa inicial (antes
da modificag&o) e final (depois da modificacéo), e o rendimento estequiométrico dos derivados
sulfatados, que foi calculado de acordo com Moura Neto et al. (2011). Nessa Tabela pode-se
notar que as gomas GCHDAS e GCHHS estdo com um grau de sulfatacdo (DS) pequeno em
relacdo ao da GCHS mesmo todas tendo sido submetidas ao mesmo processo reacional. Esse
menor grau de sulfatacdo também esté sinalizado no rendimento nominal, que foi menor para
GCHDAS e GCHHS. O processo de sulfatacdo acaba gerando aumento de massa por molécula
devido a saida de um hidrogénio (H) para a entrada de um grupo —SOsNa. Nota-se na Tabela 2
que quanto maior o rendimento maior é o grau de sulfatacdo. O baixo rendimento para a
producdo de GCHDAH e GCHH revela que o processo de hidrolise gera muita perda de massa

e deve ser repensado para ser mais viavel.

Tabela 3 — Rendimento e grau de sulfatacdo para a goma do chicha e seus derivados

Amostras Rendimento Rendimento %C %S DS
nominal (%) estequiométrico (%)

GCH 78,5
GCHDA 76,0
GCHDAS 67,3 58,8 31,24 3,14 0,23

GCHDAH 25,6
GCHH 39,5
GCHHS 59,6 54.8 33,70 2,14 0,14

GCHS 105,3 66,9 17,50 7,10 0,82
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6.3.2 Caracterizacdo dos polissacarideos
6.3.2.1 Goma do chicha e goma do chicha desacetilada
6.3.2.1.1 Espectroscopia de Absorcéo na Regido do Infravermelho (FTIR)

A Figura 22 apresenta o espectro de FTIR da goma do chicha in natura e da goma
desacetilada. A banda em 3415 cm? pode ser atribuida a estiramento de ligagdo O-H do
polissacarideo (GANGAPURAM et al., 2017) e em 2928 cm™ a vibracéo de estiramento de C-
H (PADIL; SENAN; CERNIK, 2015). As bandas em 1614 e em 1413 cm™ sfo devidas a
estiramento assimétrico e simétrico de COO- de &cidos urbnicos, respectivamente
(GANGAPURAM et al., 2017; KUDLE et al., 2013; BRITO et al., 2004). A absorbancia
relativa Aie14/A1042 da GCH (0,3272) foi semelhante a da GCHDA (0,3265) indicando que néo
houve diminuigdo no teor de acidos urdnico. As bandas em 1150, 1072 e 1042 cm™ (regido da
impressdo digital) sdo referentes a vibracGes de estiramento de varias ligacdes -C-O-C-
presentes em carboidratos em geral (PADIL; SENAN; CERNIK, 2015).

Figura 22 — FTIR das gomas GCH, GCHDA e GCHH
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A forte reducio da intensidade das bandas em 1253 e 1729 cm?, que podem ser

atribuidas a vibracdo axial de C-O e ao estiramento de C=0 do éster que grupo acetil ligado ao

polissacarideo forma (a banda em 1729 cm™ também pode ser atribuida a C=0 de grupo &cido),
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e a auséncia da banda em 1375 cm™, referente a C-H de CHj3 de grupos acetil, no espectro da
goma do chich& submetida ao processo de desacetilacdo, confirma que a reacao de fato ocorreu
(POSTULKOVA et al., 2017, MAGALHAES JUNIOR et al., 2016; PATRA; VOJTOVA;
MARTINOVA, 2015; LE CERF; IRINEI; MULLER, 1990).

6.3.2.1.2 Cromatografia de Permeacdo em Gel (GPC)

A Figura 23 mostra que o volume de eluicdo de pico diminui para a goma
desacetilada, indicando que o processo de desacetilagdo gera perda de volume hidrodinamico.
As massas molares (Mw) foram 15 x 10 g mol™ para a goma in natura e 4,79 x 10° g mol para
a goma desacetilada. Dessa forma o processo gerou uma goma com massa molar cerca de quatro
Vezes menor.

Massas molares da mesma ordem de magnitude foram relatadas para goma karaya
bruta (Mw = 16,1 x 10° g mol'!) (POSTULKOVA et al., 2017) e desacetilada (1,8 x 10° g mol-
1 (PADIL; SENAN; CERNIC, 2015). Le Cerf, Irinei e Muller (1990), relataram aumento da
massa molar apds a desacetilagio da goma karaya (de 2—5 x 10° para 12—-16 x 108 g mol™). No
entanto, os autores explicaram que a desacetilacdo permite a solubilizacdo em agua de cadeias
poliméricas de alto My em pH alto, enquanto a solubilizacdo da goma original sem ajustar o

pH era apenas parcial, e apenas as fracdes de baixo My eram sollveis.

Figura 23 — Cromatogramas das gomas GCH, GCHDA e GCHH
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6.3.2.1.3 Potencial Zeta

Observa-se na Figura 24 que o potencial zeta torna-se mais negativo para a goma
do chicha desacetilada. Como os grupos acetil da goma ndo possuem carga, 0 processo de
desacetilacdo ocasiona perda de massa, mas nao de carga. Por isso, a GCHDA torna-se mais
negativa. Esse aumento da razéo carga/massa com a diminui¢do dos grupos acetil, que séo
hidrofdbicos, eleva a solubilidade. E essa maior solubilidade tem relagdo como o aumento das
cargas superficiais da goma em interacdo com o solvente (4gua).

Figura 24 — Potencial zeta das gomas GCH, GCHDA e GCHH
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6.3.2.2 Goma do chicha e goma do chicha hidrolisada

6.3.2.2.1 Espectroscopia de Absor¢do na Regido do Infravermelho (FTIR)

Na Figura 22 pode-se observar o FTIR da goma do chicha hidrolisada (GCHH).
Analisando-se 0s espectros nota-se a reducao das seguintes bandas para a goma hidrolisada: em
1253 e em 1729 cm™ que podem ser atribuidas, respectivamente, a C-O e a C=0 de grupos
acetil, e em 1614 e 1413 cm™ que podem ser atribuidas a estiramento assimétrico e simétrico
de COO"de acidos urbnicos, respectivamente (GANGAPURAM et al., 2017; KUDLE et al.,
2013; LE CERF; IRINEI; MULLER, 1990). Dessa forma, nota-se que o processo de hidrélise
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gera perdas de grupos acetil e de residuos de acidos urénicos. O valor da absorbéncia relativa
Aus14/As042 foi significativamente menor (0,2261) do que o da GCH (0,3272). Essa diminuigdo
representa uma perda de 31% de acidos urdnico apos a hidrolise. Com base na absorbancia
relativa Ai720/A1042, CONstata-se que houve reducdo de 42% no teor de grupos acetil. A
absorbancia relativa da GCH e da GCHH foram 0,1184 e 0,0681, respectivamente. Para
compreensdo da dimensdo da perda de massa molar proporcionada pela hidrélise é necessario
recorrer-se a Cromatografia de Permeacdo em Gel (Figura 23) e para 0 conhecimento da carga
perdida pela saida dos residuos de acidos urénicos é preciso a analise do Potencial Zeta (Figura
24).

6.3.2.2.2 Cromatografia de Permeacdo em Gel (GPC)

Na Figura 23, pode-se observar que o volume de eluicdo de pico € maior para a
goma hidrolisada do que para a goma do chicha in natura, indicando que a mesma teve seu
volume hidrodindmico reduzido. As massas molares (Mw) calculadas para as gomas foram as
seguintes: 1,5 x 10" g mol™ para a goma nio modificada e 2,08 x 10° g mol* para a goma
hidrolisada, mostrando que a hidrolise diminuiu em sete vezes, aproximadamente, a massa

molar da goma in natura.

6.3.2.2.3 Potencial Zeta

O potencial zeta mostra que além de perder massa molar e grupos acetil, a goma
hidrolisada também perde cargas superficiais, o que € condizente com o resultado do FTIR que
indica perda de 31% de acidos urdnicos apds a hidrolise (Figura 22). A variacdo no potencial
zeta da GCHH em comparacéo ao da GCH foi de 37% (Figura 24), valor relativamente proximo

ao da variacdo do contetdo de acidos urénicos.

6.3.2.3 Goma do chicha sulfatada

6.3.2.3.1 Espectroscopia de Absor¢do na Regido do Infravermelho (FTIR)

A Figura 25 apresenta o espectro de FTIR de GCHS. A banda em 3415 cm™ é mais

estreita, porque, como pode ser observada na Figura 5, a reacdo de sulfatacdo ocorre nas
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hidroxilas do carboidrato, dessa forma para cada grupo sulfato que a macromolécula adquire,
ha a perda de um grupo hidroxila (O-H). A largura dessa banda também esta relacionada as
interacdes intermoleculares. Uma interagdo mais fraca leva a uma largura de banda mais estreita
(PATRA; VOJTOVA; MARTINOVA, 2015). A intensificagio da banda em 1253 cm™, que na
goma do chicha in natura é atribuida a vibracdo axial de C-O de grupos acetil, indica a
sulfatacdo da goma, porque o estiramento de S=O de grupo sulfato ocorre também em 1253 cm-
1 (MOURA NETO et al., 2011; PEYMAN et al., 2011; SALEHI et al., 2011). As bandas em
819 e 584 cm* se devem ao estiramento assimétrico e simétrico, respectivamente, de O-S-O de
grupo sulfato (CAKIC et al., 2005).

Figura 25 — FTIR da goma GCHS

1253
n1150

1072
+=1042

3415

584
819

Asorlbénda

4000 30 00 /0 200 1500 1000 50
Nomerode onca ( am’™)

6.3.2.3.2 Cromatografia de Permeacdo em Gel (GPC)

A Figura 26 mostra que o volume de eluicao de pico € menor para a goma do chicha

que sofreu sulfatacéo.


https://www.sciencedirect.com/science/article/abs/pii/S0144861710008234#!

65

Figura 26 — Cromatograma da goma GCHS
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As massas molares (My) foram 1,5 x 10’ g mol para a goma in natura e 3,8 x 10°
g mol™ para a goma sulfatada. Dessa forma a reagdo de sulfatagdo gerou uma goma com massa

molar cerca de quatro vezes menor.

6.3.2.3.3 Potencial zeta

A Figura 27 mostra que o potencial zeta diminui em médulo para a GCHS. Tendo
em vista somente a entrada de grupos sulfato, as cargas negativas superficiais da macromolécula
deveriam ter aumentado depois do processo de sulfatacdo. Porém a reacdo ocorre em meio
extremamente &cido e o processo de sulfatacdo acaba se vinculando a um processo de hidrolise
acida. Ja se demonstrou que quando a GCH sofre uma hidrolise acida ocorre uma diminuicéo
em modulo do potencial zeta de -95,9 para -60,4 devido a perda de parte dos &cidos urdnicos.
Essas perdas continuam acontecendo durante o processo de sulfatacdo, porém balanceadas pela
entrada de grupos negativos (sulfato). Enquanto o potencial zeta para o material somente
hidrolisado variou em 35,5, para o polissacarideo hidrolisado e sulfatado variou somente 15,06,
ou seja, parte das cargas negativas superficiais (residuo de acido urdnicos) perdidas na hidrolise

acida sdo repostas pela entrada de grupos sulfato.
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Figura 27 - Potencial Zeta (PZ) das gomas GCH e GCHS
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6.3.2.4 Goma do chicha desacetilada sulfatada
6.3.2.4.1 Espectroscopia de Absor¢do na Regido do Infravermelho (FTIR)
A Figura 28 apresenta o espectro de FTIR da goma do chicha desacetilada sulfatada.

Figura 28 — FTIR das gomas GCHDA e GCHDAS
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Nota-se no espectro da GCHDAS a presenca das bandas convencionais de

polissacarideos sulfatados: 1253 cm™ (PEYMAN et al., 2011), de estiramento de S=0 e 817 e

584 cm de estiramento assimétrico e simétrico, respectivamente, de O-S-O (CAKIC et al.,
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2005). O processo de sulfatacdo gerou perda de residuos de acidos urénicos. O valor da
absorbancia relativa Aies3s/A1042 foi significativamente menor (0,1095) do que o da GCHDA
(0,3265). Essa diminuicdo representa uma perda de 66% de acidos urdnico apés a sulfatacao.
A sulfatacdo foi moderada (DS = 0,23), devendo ser pouca a aquisi¢do de carga negativa.
6.3.2.4.2 Cromatografia de Permeacdo em Gel (GPC)

A Figura 29 apresenta os cromatogramas da GCHDA e GCHDAS.

Figura 29 — Cromatogramas das gomas GCHDA e GCHDAS
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A sulfatagdo provocou moderada diminui¢do da massa molar (Mw) de 4,79 x 10°
para 3,21 x 10° g mol. O cromatograma para GCHDAS ndo € unimodal, apresentando além
da massa molar de pico (3,57 x 10° g mol?), fragGes de massas molares menores em 1,31 x 10*
e 5,28 x 108g mol, demonstrando novamente que ao processo de sulfatagdo esta vinculado um

processo de hidrolise acida.
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6.3.2.4.3 Potencial Zeta

A Figura 30 apresenta o potencial zeta para as gomas GCHDA e GCHDAS.

Figura 30— Potencial zeta para as gomas GCHDA e GCHDAS
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O processo de sulfatacdo foi empregado trés vezes, a saber, na GCH (perda 16,6),
na GCHH (ganho de 21,5) e na GCHDA (perda de 43,5). A maior perda das cargas superficiais
se deu para GCHDA como se a mesma fosse a goma mais exposta a hidrolise. De fato, Lé Cerf,
Irinei e Muller (1990) demonstrou que uma goma Sterculia (Goma karaya) acetilada apresenta
configuracdo bastante compacta e ramificada em solucdo aquosa (a = 0,4), porém a goma
desacetilada apresenta conformacao mais expandida, com constante ‘a’ da equacdo de Mark-
Houwink ([n] = KM?) no valor de 0,7. E essa configuracdo mais expandida fornece uma maior
exposicdo da goma a processos de hidrolise gerando as perdas de partes da molécula portadoras

de cargas (&cidos urdnicos).

6.3.2.5 Goma do chicha desacetilada e goma do chicha desacetilada hidrolisada

6.3.2.5.1 Espectroscopia de Absor¢do na Regido do Infravermelho (FTIR)

A Figura 31 mostra o espectro de absorcdo na regido do infravermelho para
GCHDAH. Nele nota-se uma diminuicio da intensidade das bandas em 1636 e 1413 cm™
revelando perda de residuos de &cido urénico durante o processo de hidrolise. O valor da
absorbancia relativa Aiezs-1720/A1042 foi menor (0,2906) do que o da GCHDA (0,3265). Essa

diminuicdo representa uma perda de 11% de &cidos urdnico depois da hidrélise. A banda em
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1729 cm foi atribuida também a C=0 de acido urénico, por isso somou-se a integral dessa

banda & integral da banda em 1636 cm™ no célculo da absorbancia relativa.

Figura 31 - FTIR das gomas GCHDA e GCHDAH
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6.3.2.5.2 Cromatografia de Permeacdo em Gel (GPC)

A Figura 32 revela que o processo de hidrolise gerou uma diminuicdo do volume
hidrodinamico que pode ser estimada pelas massas molares (Mw) que foram 4,79 x 10° g/mol
para GCHDA e 8,55 x 10° g/mol para GCHDAH, significando uma diminuicdo em cerca de 6

vezes na massa molar.

Figura 32 - Cromatogramas das gomas GCHDA e GCHDAH
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6.3.2.5.3 Potencial Zeta

A reducdo do médulo do potencial zeta indica perda de residuos de &cido urénico
(Figura 33) e a presenca de grupos COOH em vez de COO". Como se constatou pelo FTIR
(Figura 31).

Figura 33 - Potencial Zeta das gomas GCHDA e GCHDAH
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6.3.2.6 Goma do chicha hidrolisada e goma do chicha hidrolisada sulfatada

6.3.2.6.1 Espectroscopia de Absor¢do na Regido do Infravermelho (FTIR)

A reacdo de sulfatacdo para GCHH causou perda de &cidos urbnicos, € o0 que se
pode deduzir levando-se em conta a perda de intensidade das bandas em 1636 e 1413 cm™. O
valor da absorbéncia relativa Aiess/A1042 foi menor (0,1332) do que o da GCHH (0,2261), o que
representa uma perda de 41% de acidos urénico depois da hidrolise. Pode-se observar também
nos espectros da Figura 34 que houve a intensificacdo da banda 1253 cm™ em GCHHS
indicando sulfatacdo. A mesma foi moderada devido a falta de intensidade das bandas em 817
e 584 cm, isso foi confirmado pelo grau de sulfatagdo obtido a partir da analise elementar (DS

=0,14). A banda em 1730 cm™ aumentou devido a reagdo ocorrer em meio acido.
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Figura 34 - FTIR das gomas GCHH e GCHHS
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6.3.2.6.2 Cromatografia de Permeacdo em Gel (GPC)

Pode-se observar na Figura 35 que a sulfatacdo da GCHH gerou um derivado com
menor volume hidrodindmico de pico. As massas molares (M) foram 2,08 x 10 e 5,90 x 10°
g mol?, respectivamente, para GCHH e GCHHS. A reducgio da massa molar foi em torno de

3,5 vezes.

Figura 35 — Cromatograma das gomas GCHH e GCHHS
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6.3.2.6.3 Potencial Zeta

A anélise do potencial zeta indica que o ganho de grupos sulfato e uma nova
configuracdo de cadeia na qual haja mais exposi¢cdo dos &cidos urdnicos que restaram superou
as perdas de residuos de acido urénico (Figura 36) que foi sinalizada pelo FTIR, pois houve um
aumento das cargas superficiais em solu¢do aquosa para GCHHS. Esse aumento de carga ndo
pode ser justificado por desacetilagdo, porque o FTIR ndo indica perda de intensidade das
bandas referentes a grupos acetil.

Figura 36 - Potencial Zeta de GCHH e GCHHS
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O aumento do potencial zeta para a goma com grau de sulfatacdo tdo baixo,
combinado com a saida de residuos de acido urénico s6 pode ser explicada pelo rearranjo da
macromolécula. Foi feita uma andlise de tamanho de particula (Figura 37) para averiguar se
houve a formacdo de uma micela (nanoparticula) com acido urdnico e grupos sulfato expostos

ao meio aquoso e 0s grupos acetil mantidos na parte interna da micela.
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Figura 37 — Gréfico de distribuicdo de tamanho pela intensidade para GCHHS
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A Figura 37 mostra que GCHHS se organizou em torno de um tamanho médio de 194 nm o

que poderia sugerir a formacéo das micelas.

6.3.3 Atividade da fenilalanina amdnia-liase

Podem-se observar na Figura 38 os graficos que revelam a atividade da PAL em
grupos de mangas Tommy submetidas a nove tratamentos. A apreciacdo da atividade foi
realizada no quarto e no sexto dia ap0s cada tratamento. Nota-se 0 expressivo desvio padréo
das atividades dentro de um grupo. As hipoteses sdo: imprecisao na coleta das amostras de
polpa de cada fruto, diferencas nas quantidades de proteinas Receptoras Reconhecedoras de

Padrdo (PRRS) entre os frutos.



74

Figura 38 — Atividade da fenilalanina amdnia-liase nas polpas de manga
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6.3.4 Severidade da antracnose

As Figuras de 39 a 47 mostram as fotografias das mangas tratadas com agua,
polissacarideos e Bion no nono dia ap6s o tratamento. Pode-se observar nas mangas A9 (tratada
com agua), D2 (tratada com GCHHS), E6 (tratada com GCHDA) lesdes que ndo foram
provocadas pelo Colletotrichum inoculado e sim por um fungo contaminante do género

Lasiodiploidia. Essa constatacéao foi feita com base em caracteristicas morfoldgicas observadas
no microcopio.

Figura 39 - Mangas tratadas com agua




Figura 40 - Mangas tratadas com GCH

Figura 41 - Mangas tratadas com GCHH

Figura 42 - Mangas tratadas com GCHHS
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Figura 43 - Mangas tratadas com GCHDA

Figura 44 - Mangas tratadas com GCHDAH

Figura 45 - Mangas tratadas com GCHDAS
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Figura 46 - Mangas tratadas com GCHS

Figura 47 - Mangas tratadas com Bion

A doenca se manifestou tardiamente nos frutos, por isso a medicdo das lesdes sO
poderam ser realizadas no nono dia apds a inoculacdo do fungo. Mesmo quando a doenga se

manifestou, dos 81 frutos tratados, apenas 25 manifestaram a doenca (Tabela 3).
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Tabela 4 — Quantidade de frutos afetados por tratamento

Tratamentos Frutos totais Frutos afetados
Agua 9 4
GCH 9 3

GCHH 9 2
GCHHS 9 5
GCHDA 9 1

GCHDAH 9 3
GCHDAS 9 3
GCHS 9 2
Bion 9 2
Total 81 25

A analise estatistica mostrou, talvez devido a pouca quantidade de frutos afetados

no tratamento com agua (controle negativo), que os resultados séo inconclusivos (Tabela 3).

Tabela 5 — Analise estatistica do tamanho da lesdo nos frutos inoculados com

Colletrotrichum

Tratamento Diametro médio da lesédo (mm)
Agua 25 al
GCH 11al
GCHH 6 al
GCHHS 19al
GCHDA 20al
GCHDAH 4 al
GCHDAS 16 al
GCHS 4 al

Bion 18 al
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6.4 Teste em macas

6.4.1 Isolamento, desacetilacdo e sulfatacdo da goma do chicha

Os rendimentos de isolamento, sulfatacdo e desacetilagcdo foram 78,5, 105 e 76%,
respectivamente (Tabela 2). O rendimento acima de 100% é justificado porque no processo de
sulfatacdo ocorre a saida de um hidrogénio de massa molar de 1,0 g.mol* e a entrada de um
grupo SOsNa de 103,1 g.mol™? de massa molar. Outros autores observaram rendimentos de
sulfatacdo acima de 100% (VIKHOREVA et al., 2005; XING et al., 2005). O grau de sulfatacdo

alcangado foi de aproximadamente 0,82 (Tabela 2).

6.4.2 Caracterizacao dos derivados sulfatados e desacetilados
6.4.2.1 Espectroscopia de absor¢ao na regido do infravermelho (FTIR)

Os espectros da GCH e dos seus derivados sulfatados e desacetilados sdo mostrados
nas Figuras 22 e 25. A banda em 1730 cm™, que estava ausente no perfil de FTIR de GCHDA,
e presente no de GCH e GCHS, é atribuida a C=0 dos grupos acetil. A intensificacdo da banda
em 1250 cm foi observada para GCHS. Esta absorbancia é atribuida as ligagdes S=O dos
grupos sulfato, e também ao grupo acetil (PATRA; VOIJTOVA; MARTINOVA, 2015;
MOURA NETO et al., 2011; SALEHI et al., 2011). As bandas em 818 e 584 cm™ sdo devidas
ao alongamento assimétrico e simétrico, respectivamente, das ligacées O=S=0 do grupo sulfato
(CAKIC et al., 2005).

6.4.2.2 Analise térmica (TGA, DSC)

Os derivados sulfatados e desacetilados foram menos estaveis termicamente do que
a goma chicha (Figura 48 e 49). A degradacdo comecou a uma temperatura mais baixa para
GCHS e GCHDA (217,5 £ 0,5 °C) do que para GCH (236 °C). O teor de umidade do GCH ¢
proximo ao da GCHDA (18,1 + 0,1%) e é maior do que o do GCHS (15,7%). Esses valores
estdo na faixa de teor de umidade da goma karaya: 13% (SINGH; SHARMA,; PAL, 2011) e
20% (PADIL; SENAN; CERNIK, 2015). O teor de umidade da GCHDA foi superior aos
valores relatados para a goma karaya desacetilada, ou seja, 13, 15% (PADIL; SENAN;
CERNIK, 2015). Mais residuo foi gerado a 800 °C para GCHS (21,8%) do que para GCH


https://www.sciencedirect.com/science/article/abs/pii/S0144861710008234#!
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(9,2%) e GCHDA (4,6%). O aumento da quantidade de residuo apés a sulfatacdo deve-se a
presenca do contra-ion sédio (Na*) dos grupos sulfato (PIRES et al., 2013). O valor mais baixo
para GCHDA em comparacdo com o da GCH pode ser devido a purificagdo ndo intencional da

goma durante a desacetilacéo.

Figura 48 - Curvas de TGA (em ar) da GCH e seus derivados
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A Figura 49 mostra as curvas de DSC para GCH e seus derivados. Dois eventos
foram observados para todos os polissacarideos. O primeiro (endotérmico) esta relacionado a
perda de dgua e o segundo (exotérmico) a decomposicao térmica. A entalpia de perda de dgua
seguiu a ordem: GCHDA (677 J g 1) > GCH (575 J g!) > GCHS (345 J g1). A ordem foi
mantida mesmo quando a diferenca no teor de umidade das amostras foi levada em
consideracdo. Esta é a mesma ordem da largura de banda OH observada nos espectros de FTIR,
e pode estar relacionada a forca das ligagdes de agua e as forcas intermoleculares. A degradacao
méaxima ocorreu a 280 £ 2 ° C para a goma bruta e desacetilada, e a 236 ° C para o polissacarideo
sulfatado. A entalpia de degradacéo foi mais baixa para GCHS (117 J g1), enquanto os valores
para GCHDA e GCH foram proximos, ou seja, 156 e 163 J g1, respectivamente. A sulfatagdo
aparentemente enfraqueceu as liga¢bes quimicas dos polissacarideos. De acordo com Wang et
al. (2010a) a interacdo repulsiva entre os grupos de sulfato adicionados leva a uma conformacéo

estendida e rigida.
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Figura 49 - Curvas de DSC (em N2) da GCH e seus derivados
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6.4.2.3 Ressonancia Magnética Nuclear de Carbono-13 (*3C-RMN)

A Figura 50 mostra o espectro de 13C-RMN de GCHS. A relago sinal/ruido é baixa.
No entanto, informacGes importantes podem ser obtidas. Os espectros de GCH e GCHDA
apresentados no Apéndice A sdo semelhantes aos relatados por Brito et al. (2004). A auséncia
da banda a 23,31 ppm no espectro GCHDA reafirma o sucesso da desacetilacdo e corrobora 0s
resultados de FTIR. Os espectros de GCH e GCHDA mostram sinais a 60,46, 61,70, 61,21 e
61,63 ppm. Esses picos estdo ausentes no perfil do GCHS e podem ser atribuidos ao carbono 6
dos residuos de galactose (SINGH; SINGH, 2017; WANG et al., 2010a). Outra possibilidade é
gue 0s picos possam ser atribuidos ao grupo 4-O-metil glucurénico ou 4-O-metil-galacturdnico,
mas este polissacarideo ndo possui esses residuos (BRITO et al., 2004). Os dois novos picos
que emergiram no espectro 3C-NMR de GCHS em 68,86 e 70,07 ppm, atribuidos ao carbono
6 sulfatado dos residuos de galactose, mudaram em ~ 6 ppm para o campo inferior. O pico a
23,31 ppm no espectro *C-NMR de GCHS é devido ndo apenas aos grupos metil de acetil
(POSTULKOVA et al., 2017; BRITO et al., 2004), mas também aos grupos metil da ramnose
sulfatada, e foi deslocado em ~ 4 ppm. Os espectros de 3 C-NMR de materiais sulfatados s&o
conhecidos por serem mais complexos porque 0s grupos sulfato retiram elétrons dos carbonos

aos quais se ligam, deslocando os sinais desses carbonos para o campo inferior e doando
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elétrons para carbonos vizinhos, deslocando esses sinais de carbono para o campo superior

(WANG et al., 2010a; YANG et al., 2005).

Figura 50 - Espectro de *C-NMR da GCHS
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6.4.2.4 Cromatografia de permeacao em gel (GPC)

120

100

80

Chemical shift (ppm)

60

40

Como ja mostrado na subsecdo °7.3.2. Caracterizacdo dos polissacarideos’ 0s

polissacarideos modificados necessitaram de um volume maior de eluente. Isso sugere que a

sulfatacdo e a desacetilacdo degradam o polissacarideo. As massas molares médias (Mw e Mn)

de GCH sdo 15 x 10° e 0,40 x 10° g mol, respectivamente. A massa molar de GCHS diminuiu

para 3,8 x 10° g mol (cerca de quatro vezes), mas nenhum estudo de sulfatagdo foi encontrado

para karaya ou GCH para comparar.

6.4.2 Avaliacdo da producdo de compostos de defesa em macas Pink Lady

A atividade das enzimas GPX e PPO foi registrada para polpas de maca ‘Pink Lady’

tratadas com goma e dgua (Ctrl-). O BTH foi adotado como controle positivo para testar as

propriedades elicitoras dos materiais.
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A atividade de GPX aumentou significativamente (p < 0,05) com GCHDA e GCHS
em 1248 h (Figura 51a e b). O BTH (4 mg mL™) induziu aumento na atividade do GPX em
12 h, enquanto ndo houve aumento significativo (p > 0,05) nos demais momentos. GPX
desempenha um papel essencial na biossintese de lignina em tecidos vegetais, pois essas
enzimas catalisam a reticulagdo de mondmeros da rota fenilpropanoide (alcoois coniferil,
sinapil e p-cumaril) e seu acoplamento nas subunidades de polifendis heterogéneos. A lignina
esta associada a inducdo da defesa da planta, pois fortalece as paredes celulares, dificultando a
entrada de patégenos (PASSARDI et al., 2005; VANCE; KIRK; SHERWOOD, 1980).

A atividade de PPO na polpa de magd aumentou (p < 0,05) apos 12-48 h de
exposicdo a GCHDA (Figura 52b), conforme relatado para GPX. Entretanto, para as polpas de
maca tratadas com GCHS, a atividade do PPO aumentou apenas as 12 e 24 h (p <0,05). GCHS
induziu um aumento de quase duas vezes na atividade de PPO em 24 h. O BTH causou aumento
as 12 e 24 horas. PPO também séo consideradas enzimas marcadoras da resisténcia de plantas
contra patdgenos, pois ja foram diversas vezes relacionadas com a defesa de vegetais, como no
milheto contra Sclerospora graminicola (RAJ; SAROSH; SHETTY, 2006), no tomateiro contra
Pseudomonas syringae (LI; STEFFENS, 2002), no trigo contra Fusarium graminearum
(MOHAMMADI; KAZEMI, 2002), em macas contra Penicillium
expansum e Botrytis cinerea (ABOURAICHA et al., 2017). Essas enzimas oxidam compostos
fendlicos em quinonas toxicas que podem agir contra patdgenos invasores (ABOURAICHA et

al., 2017) e sdo enzimas essenciais para a sintese de lignina (REN et al., 2014).

Figura 51 - Atividade de GPX em macas Pink Lady em diferentes tempos ap6s a pulverizacéo
com agua destilada (controle, Ctrl) e GCHDA (a), GCHS (b) e BTH (c)
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Figura 52 - Atividade de PPO em macés Pink Lady apos pulverizacdo com agua destilada
(controle, Ctrl) e GCHDA (a), GCHS (b) e BTH (c)
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Como as duas enzimas analisadas estdo envolvidas na sintese de lignina, composto
que ja foi correlacionado positivamente em alguns trabalhos com aumento de resisténcia de
macas (VILANOVA et al., 2014; SU et al., 2011; VALENTINES et al., 2005), seu contetido
nos frutos foi quantificado 72 h ap6s o tratamento. Como esperado, devido ao aumento na
atividade de GPX e PPO, os frutos tratados com GCHDA, GCHS e BTH apresentaram niveis
de lignina numericamente superiores aos da testemunha. Porém, apenas os frutos tratados com
GCHS apresentaram aumento significativo (p<0,05) no teor de lignina. O teor de lignina dos
frutos tratados com GCHDA e BTH foi estatisticamente semelhante ao do controle e GCHS
(p> 0,05).

A fraca inducdo de compostos de defesa (GPX, PPO e lignina) do BTH em macés
Pink Lady pode ser explicada pelo baixo desempenho do BTH nesta cultivar. Marolleau et al.
(2017) trataram as cultivares de macé Elstar, Fuji, Gala, Golden e Pink Lady com BTH. E
relataram que a cultivar Pink Lady apresentou o menor nivel de inducao de defesa constitutiva.
A susceptibilidade dessa cultivar a doencas vem sendo relatada em diversos trabalhos. Gur,
Reuveni e Cohen (2016) mostraram que 80% das frutas de alguns pomares apresentavam
manchas causadas por Alternaria alternata f. sp. mali. As Cripps Pink pareceram também mais
sucetiveis a podriddo do olho-de-boi causada por Neofabraea spp. (DI FRANCESCO et al.,
2019) e a infeccdo de sarna foliar causada por Spilocaea pomi (WASHINGTON et al., 1998).

Os resultados sugerem sintese 'de novo' de lignina desencadeada pelas gomas,
principalmente GCHS, em macds Pink Lady. A goma que induziu a resposta de defesa mais
forte € aquela que possui simultaneamente os trés residuos sugeridos pela literatura como
responsaveis pela inducdo de compostos de defesa: grupos ramnose, acido urdnico e sulfato.

Este trabalho reafirma a importancia desses residuos e sugere que os polissacarideos do
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exsudato vegetal devem ser mais explorados, pois podem ser uma fonte promissora de

compostos indutores de defesa em plantas.

Figura 53 - Teor de lignina (derivados de TGA, mg g* FW) extraida de polpas de magca (cv.
Pink Lady) 72 h apds pulverizagdo com eliciadores. As magds controle (Ctrl-) foram
pulverizadas com &gua destilada. As mesmas letras indicam que os valores ndo diferiram
significativamente de acordo com o teste de Tukey (p> 0,05).
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7 CONCLUSAO

7.1 Teste com as mangas

O polissacarideo de Sterculia striata (goma chichd) foi pela primeira vez,
sulfatado. Foram produzidos seis derivados a partir da goma do chicha. As modificaces foram
confirmadas por FTIR. A reacdo de sulfatacdo foi exitosa somente para a goma do chicha in
natura, ndo sendo satisfatéria para a goma do chicha desacetilada ou hidrolisada. A goma
hidrolisada e sulfatada parece ter gerado micelas em solucdo aquosa. Os testes dos
polissacarideos como elicitores em mangas foram inconclusivos devido aos grandes desvios
padrdes na determinacdo da atividade da PAL e a baixa incidéncia de antracnose nas frutas

testemunhas.

7.2 Teste com as macas

As modificacdes da goma chicha foram confirmadas por FTIR e *C-NMR. O TGA
mostrou que os derivados foram termicamente mais labeis. O DSC revelou que a desacetilacéo
favorece interacdes intermoleculares e a sulfatacdo as enfraquece, e também atestou que as
ligacGes quimicas enfraquecem nos dois derivados com mais énfase para a GCHS. O GPC
indicou que 0 GCHS e o0 GCHDA tiveram suas massas molares reduzidas. Conforme indicado
pela RMN 3C, ocorreu sulfatagdo no carbono 6 da galactose. Ambos os derivados da goma
chicha tém a capacidade de induzir o aumento da atividade enzimatica relacionada a defesa nas
macas Pink Lady. A melhor inducdo veio do polissacarideo que continha as trés subunidades
mencionadas na literatura como envolvidas na producdo de compostos de defesa (residuos de
ramnose e acido urénico e grupos sulfato). Em vista desses resultados, espera-se que outros
pesquisadores explorem ainda mais os polissacarideos de exsudato de plantas como indutores

de compostos de defesa em macds Pink Lady.
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ANEXO A - GAFICO-RESUMO

As células vegetais monitoram a integridade da sua parede. Pedacos dela (DAMPS) podem
induzir resposta de defesa. A parede celular de macds é composta basicamente por pectina,
polissacarideo que possui em sua cadeia principal fragmentos de ramnouronana (cadeia de
acidos urdnicos e ramnoses alternados) que ja foram relacionados com a inducéo de resposta
de defesa vegetal. Polissacarideos presentes em algas verdes (ulvana) e exsudato de planta
(goma do chicha) possuem cadeias principais de ramnouronana. Talvez por isso essas gomas
possam simular DAMPs e induzir o aumento da atividade de enzimas relacionadas com a defesa

em macas.
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ANEXO B - ESPECTROS DE RESSONANCIA MAGNETICA NUCLEAR DE
CARBONO-13 DA GOMA DE CHICHA BRUTA (GCH) E DESACETILADA
(GCHDA)

Figura 54 - Espectros de ressonancia magnética nuclear de carbono-13 da goma de chicha
bruta (GCH) e desacetilada (GCHDA)
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ANEXO C - MASSAS MOLARES DOS POLISSACARIDEOS

Tabela 6 - Massas molares da goma de chicha bruta (GCH) e de seus derivados

Goma Mw (g mol?) M, (g mol?) Pd (Mw/M,)
GCH 1,5x 107 4,2 x 10° 38

GCHS 3,8x10° 4,6 x 10° 8,3

GCHDA 4,8 x 10° 3,1x10° 15

GCHH 2,1x10° 3,5x10° 5,9
GCHDAS 3,2x10° 3,5x 10* 91,7
GCHDAH 8,6 x 10° 8,7 x 10* 9,8

GCHHS 5,9x10° 6,0 x 10* 9,83
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ANEXO D - GRAFICO DE DISTRIBUICAO DE TAMANHO PELA INTENSIDADE

PARA OS POLISSACARIDEOS

Figura 55 — Gréfico de distribuicdo de tamanho pela intensidade para GCH
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Figura 56 — Gréfico de distribuicdo de tamanho pela intensidade para GCHDA
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Figura 57 — Gréfico de distribuicdo de tamanho pela intensidade para GCHH
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Figura 58 — Gréfico de distribuicdo de tamanho pela intensidade para GCHS
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Figura 59 — Gréfico de distribuicdo de tamanho pela intensidade para GCHDAS
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Figura 60 — Gréfico de distribuicdo de tamanho pela intensidade para GCHDAH
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Figura 61 — Gréafico de distribuicdo de tamanho pela intensidade para GCHHS
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