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RESUMO

SENA, KALEANDRA, M. Sc., Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy
Ribeiro, junho de 2008; Efeito de extratos epicuticulares de frutos de duas
cultivares de goiabeira (Psidium guajava) sobre a germinacdo de urediniosporos
de Puccinia psidii. Orientador: Silvaldo Felipe da Silveira. Conselheiros: Juan
Manuel Rocabado, Rosana Rodrigues, Acelino Couto Alfenas.

Entre as doencas de importancia econdmica causadas por Uredinales, encontra-
se a ferrugem das mirtaceas, que tem como agente causal o fungo Puccinia psidii
Winter. A importancia dessa ferrugem tem aumentado com o cultivo de espécies
de mirtaceas frutiferas, hoje economicamente importantes, como a goiaba
(Psidium guajava L.), a uvaia (Eugenia uvalha, Cambess), a pitanga (Eugenia
uniflora L.), a jabuticaba (Myrciaria cauliflora [Mart.] Berg), o araca-boi (Eugenia
stipitata MC Vaugh) dentre outras. Estas fruteiras sdo cultivadas para industria na
producdo de polpa congelada para sucos, além de doces, geléias e bebidas
destiladas (vinhos) e licores. Na regido Norte Fluminense, a goiaba se destaca
pelo seu grande potencial de produgdo e de processamento industrial, além das
crescentes oportunidades de exportagcdo. Os frutos da goiabeira séo fortemente
atacados pela ferrugem, causando perdas de até 90% de producédo. Partindo da
hipdtese de que ceras epicuticulares podem constituir fatores de resisténcia pré-
formada a infeccao por P. psidii em frutos de goiaba, propde-se caracterizar e
relacionar a composicao de ceras epicuticulares de frutos da variedade Rica
(resistente) e Paluma (suscetivel) e avaliar o efeito de extratos de ceras sobre a

germinacao in vitro de urediniosporos de P. psidi. Os experimentos foram
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realizados em condicbes de laboratério, em delineamento inteiramente
casualizado, com trés repeticdes. As ceras foram extraidas de frutos de dois e
quatro centimetros de diametro, de ambas as variedades, por lavagem, nos
respectivos extratores testados, seguida de evaporacdo em ambiente de
laboratério. Os extratores testados foram acetona, diclorometano, metanol, etanol
e cloroférmio, na quantidade de 10ml para frutos com 2 cm de diametro e 20 ml
para frutos com 4 cm de didametro. Para estudar os efeitos dos extratos na
germinacao de P. psidii, foram utilizados suportes constituidos de filme de papel
celofane sobre meio de agar-agua, em placas de Petri. Sobre este, adicionaram
12pl de uma suspenséo em 6leo mineral de 10* urediniosporos.mi™ mais 12 pl
dos extratos a serem testados. Como controle, utilizou-se a mesma metodologia,
mas foram adicionados aos esporos apenas 0leo mineral sem extratos. As placas
foram mantidas em camara Umida, no escuro, por 24 h para germinagdo dos
esporos e posterior observacdo ao microscépio de luz sob aumento de 200x. A
caracterizagdo dos compostos quimicos dos extratos foi efetuada por
Ressonancia Magnética Nuclear. Os resultados indicam que para todos os
extratos testados houve inibicdo na germinacédo de urediniosporos de P. psidii em
relacdo ao controle. Os extratos epicuticulares de frutos da cv. Rica (resistente)
apresentaram maior efeito inibitério do que os da cv. Paluma (suscetivel). Entre
0s solventes testados, o0 metanol resultou em menor percentual de germinacéo,
enquanto que o etanol possibilitou obter maiores diferencas quantitativas na
germinacao de P. psidii entre as variedades testadas. Os perfis quimicos dos
extratos testados de frutos das cultivares Rica e Paluma mostraram similaridade
qualitativa nos grupos de compostos quimicos, 0s quais compreendem compostos
alifaticos, alcanos, alcenos e aromaticos. As possiveis acdes inibitorias dos
extratos epicuticulares de frutos de goiaba sobre a germinagédo in vitro de

urediniosporos de P. psidii sdo discutidas.



ABSTRACT

SENA, KALEANDRA, M. Sc., Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy
Ribeiro, June 2008; Effect of epicuticular extracts of guava fruits (Psidium guajava
L.) of two cultivars on the germination of urediniospore of Puccinia psidii Winter.
Advisor: Silvaldo Felipe da Silveira. Committee members: Juan Manuel Rogagado,
Rosana Rodrigues, Acelino Couto Alfenas.

One of the economically important Uredinales is Myrtaceae rust, with the causal
fungus Puccinia psidii Winter. The economical importance of this rust has
increased greatly with the commercial cultivation of American Myrtaceae fruits
species such as guava (Psidium guajava L.) and others, ex. Eugenia uvalha
Cambess, Eugenia uniflora L., Myrciaria cauliflora [Mart.] Berg, Eugenia stipitata
MC Vaugh etc, which are grown mainly for the industrial production of juices,
jellies and drinks (“wines”). In the northern fluminense region (State of Rio de
Janeiro, Brazil) the guava rust is endemic and can cause losses up 90% of
productivity. Based on the hypothesis that eppicuticular waxes can be factors of
preformed resistance to infection by P. psidii on guava fruits, it is proposed to
characterize and relate the composition of epicuticular waxes in fruits of the
varieties Rica (rust resistant) and Paluma (rust susceptible) and to evaluate the
effect of wax extracts on in vitro germination of P. psidii urediniospores. The
experiments were conducted in laboratory conditions, in a randomized design with
three replications. The wax was extracted from fruit with a diameter of two and four
centimeters of both varieties, by washing in the extractors tested, followed by

evaporation in a laboratory environment. The acetone, dichloromethane,



methanol, ethanol, and chloroform extractors were tested (fruits with a diameter of
2 cm in 10ml and fruits with a diameter of 4 cm in 20 ml of extractant). To study
the extract effects on P. psidii spores germination, a cellophane film on 2% agar
medium in Petri dishes were used as physical support. To this, 12ul of
urediniospore suspension (10* spores.ml™) of P. psidii was added to 12 pl of the
test extracts sonicated and dissolved on mineral oil. The same methodology was
used for the control, but the spores were added only to the pure mineral oil without
extracts. The dishes were kept in the dark in a moist chamber for
24 h, for spore germination and subsequent observation under 200x light
microscope. The chemical extract compounds were characterized by Nuclear
Magnetic Resonance. Results indicate that all extracts tested inhibited P. psidii
spores germination, compared with the control. The inhibitory effect of epicuticular
extracts of fruit of cv. Rica (resistant) was stronger than of cv. Paluma
(susceptible). Of the solvents, methanol extract reduced the germination rate,
while P. psidii germination with ethanol extract was quantitatively different for the
varieties tested. Cv. Rica ethanollic extract had more inhibitory effect to spores
germination than cv. Paluma ethanollic extract. The chemical profiles of the fruit
acetone extracts of cultivars Rica and Paluma were qualitatively similar in the
groups of chemical compounds, which comprised aliphatic compounds, alkanes,
alkenes and aromatics. The possible inhibitory actions of epicuticular extracts of

guava fruits on in vitro germination of P. psidii urediniospores are discussed.
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1. INTRODUCAO

A goiabeira (Psidium guajava) é originaria da América Tropical e possui
grande importancia no comeércio internacional e na economia interna de mais de
50 paises tropicais e subtropicais (Silva, 1994). Essa fruta apresenta um dos
maiores teores de vitamina C, com valores superiores em até seis vezes aos do
fruto citrico, que é uma fonte tradicional dessa vitamina. E uma das principais
matérias-primas utilizadas pela industria brasileira de conservas e, atualmente,
existe uma alta demanda por polpa congelada de goiaba no pais, tanto para
indUstria de sucos como para a producédo de sorvetes, doces e geléias (Pio et al.,
2007).

As exportacdes brasileiras de goiaba sao insignificantes, devendo-se isso a
diversos fatores, entre 0s quais: o pouco conhecimento do produtor por parte dos
consumidores nos mercados externos, a fragilidade do produto na fase pos-
colheita, falta de tradicao do Brasil como exportador de frutas e o fato de o preco
final de venda no mercado externo ser elevado (Pio et al., 2007).

A espécie € produzida em praticamente todo o territorio brasileiro,
desenvolvendo-se satisfatoriamente em varios tipos de clima e solo. Para uma
melhoria qualitativa e quantitativa da producdo de goiaba no pais é necessario
qgue haja maior incremento do nivel técnico dos cultivos, desde o plantio de
cultivares selecionadas até os cuidados com a apresentacdo dos frutos

destinados ao mercado (Pio et al., 2007).



No municipio de Campos de Goytacazes, na regido Norte Fluminense do
Estado do Rio de Janeiro, devido ao declinio da cultura canavieira, foi proposta a
criacdo de um pélo agroindustrial voltado para a fruticultura. Entre as frutas,
destaca-se a goiaba, pelo seu grande potencial de producao e de processamento
industrial, além das crescentes oportunidades de exportacdo (Silva, 1994).

Apesar do incentivo estadual dado a producdo de fruteiras, por meio do
programa de financiamento denominado Frutificar, o Estado do Rio de Janeiro
nao alcancou a producédo esperada, de modo que até o ano de 2006 a producao
de goiaba no Estado foi de 10.412 t, das quais apenas 2.887 t corresponderam ao
Norte Fluminense (IBGE, 2007). Pouca quantidade da goiaba produzida na regiao
destina-se ao consumo de mesa, ficando a maior parte da producdo como
matéria-prima de pequenas fabricas artesanais de doces situadas no Norte e
Noroeste do Estado (Silva, 1994).

Outros fatores também vém contribuindo para a baixa produgcdo e
competitividade no desenvolvimento comercial da goiaba na regido norte
fluminense, como a desorganizacdo na cadeia produtiva, a qual abrange a
producgdo técnica (como questdes fitossanitérias), o gerenciamento de custos e a
comercializacao (Ponciano et al., 2006).

A ferrugem causada pelo fungo Puccinia psidii Winter € uma das principais
doencas da goiabeira na regido de Campos dos Goytacazes-RJ (Silveira et al.,
1997) e no Brasil (Campacci, 1983; Manica et al., 2000,citado em Martins, 2003),
constituindo um fator limitante da cultura devido ao prejuizo que ocasiona a
producdo. Os frutos podem ser inutilizados ndo s6 para consumo in natura, como
também para a industrializagcdo (Figueredo et al., 1984).

Frutos com lesdes necroticas de ferrugem tém seu valor depreciado para
consumo “in natura” (Castilho et al., 1982). Além dos danos diretos nas flores e
nos frutos, a doenga reduz o vigor de mudas ao incidir nos terminais de ramos.

No Norte Fluminense a ferrugem ja causou perdas de proximas de 100%
de frutos em épocas favoraveis a infeccdo e na auséncia de controle quimico, em
pomar da cultivar Paluma (Rocabado, 1998).

Para o controle recomendam-se podas de producdo em épocas escape,
desfavoraveis a doenca. As podas também permitem maior aeracao no interior da
copa. A medida de controle principal € o controle quimico. Martins (2003) indica

aplicacdes preventivas de oxicloreto de cobre e aplicacbes curativas de



triadimenol, tebuconazole ou azoxystrobin, no inicio da floragéo e frutificagcéo, tdo
logo se detecte a doenca incidindo sobre os botdes. Porém, é pertinente salientar
que aplicacdes de oxicloreto de cobre, hidroxido de cobre e Oxido cuproso
causam sintomas de fitotoxicidade em niveis severos em frutos de diametro entre
2,5 e 3,5cm (Goes et al., 2004).

Nao existe cultivares comerciais de goiaba com botdes e frutos resistentes
a ferrugem (Piccinin e Pascholati, 1997), embora seja 0 meio mais eficaz e
econdbmico para o controle da doenca. Na fase de muda, todas as cultivares
testadas apresentam-se com folhas suscetiveis a ferrugem (Vasconselos,1998).
Sao raros trabalhos envolvendo a selecdo de cultivares resistentes a ferrugem em
fase adulta e na fase de floracdo. Ribeiro e Pommer (2000) observaram
variabilidade quanto a resisténcia a ferrugem na fase de mudas. No entanto, nao
se avaliou a resisténcia a ferrugem em plantas adultas e nos botdes e frutos, o
principal alvo biologico. E no fruto onde a resisténcia tem que ser expressa, para
gue se possa atingir nivel satisfatorio de controle da doenca.

Estudos epidemioldgicos e de patogénese entre as cultivares Paluma e
Rica, realizados por Rocabado (2003), mostraram que a cv. Rica é mais
resistente a ferrugem que a cv. Paluma. Ao estudar os eventos de pré-penetracéo
da P. psidii em frutos de Rica e Paluma, o autor constatou diferengcas na
germinacao e formacdo de apressorio de urediniosporos de P. psidii entre estes
dois cultivares. A percentagem de urediniosporos germinados na cv. Paluma foi
maior bem como a freqiéncia na formacao de apressorio. A cv. Rica apresentou
menor percentual de urediniosporos germinados e baixa frequéncia de formacao
de apressorios, a qual foi observada somente em frutos mais novos.

A acentuada reducao da germinacéo e formacao de apressorios em frutos
da cv. Rica pode estar relacionada a maior quantidade de ceras epicuticulares e a
maior espessura de cuticula dos frutos da cv. Rica. Estas estruturas sédo barreiras
fisicas e quimicas a penetracao por ferrugens e podem estar atuando de alguma
forma na resisténcia a P. psidii (Rocabado, 2003). Observac¢tes anélogas também
foram feitas por Xavier (1997). Segundo a autora, a redugdo na formacao de
estruturas de infeccdo e a reducdo do numero de soros de urediniosporos de
P. psidii podem estar associados ao aumento na cerosidade superficial das folhas
maduras de Eucalyptus grandis.



A constituicdo quimica de ceras epicuticulares em Myrtaceae e o efeito dos
seus componentes quimicos nos mecanismos de resisténcia pré-formada a
agentes nocivos ou a infeccdo de fitopatégenos foram pouco estudados.
Trabalhando com fracdes purificadas de extratos de folha de jambo (Syzygium
jambus L.), Tessmann e Dianese (2002) identificarm o hidrocarboneto
hentriacontano, o qual apresentou efeito estimulante na germinacéo de P. psidii.
Segundo os autores, o composto pode reverter provavel acdo auto-inibitéria de
substancias produzidas pelos urediniosporos, como verificado para outras
espécies de ferrugens.

Tanto os mecanismos de defesa das plantas como a habilidade dos
agentes fitopatogénicos em causar doenca estao sob controle genético (Camargo,
2008). A co-evolucdo patdgeno-hospedeiro resulta em uma presséo de selecéo
reciproca, onde, de um lado sédo selecionados bidtipos do patégeno com novos
mecanismos de ataque e do outro, o do hospedeiro, sdo selecionados genoétipos
com diferentes mecanismos de resisténcia. Saber como essa interacdo ocorre,
quais substancias sdo responsaveis e qual seu papel nos processos bioquimicos
e quais genes de resisténcia estdo envolvidos é de fundamental importancia para
a ciéncia e a agdo do homem na busca de plantas resistentes a doengas.

No atual trabalho, propde-se verificar a associacdo da composicdo de
ceras extraidas de frutos de goiaba a resisténcia pré-formada a ferrugem; avaliar
extratos de ceras obtidos da superficie de frutos de goiaba sobre a germinacgéo de
urediniosporos in vitro e caracterizar quimicamente os extratos por meio de

ressonancia magnética nuclear (RMN).



2. REVISAO DE LITERATURA

2. 1. O hospedeiro

No Brasil, o cultivo comercial da goiabeira (Psidium guajava L.) abrange os
Estados de S&o Paulo, Minas Gerais, Rio de Janeiro, Bahia, Paraiba, Goias,
regido centro-oeste, Rio Grande do Sul e Parana, totalizando 18.000 ha (Pereira,
1995). No Norte Fluminense sdo 250 ha plantados com a cultivar Paluma como
alternativa de investimento na agricultura familiar (Ponciano et al., 2007), que
embora bastante produtiva e de facil manejo € suscetivel a varias doencas e
pragas.

A goiabeira (Psidium guajava L.) é pertence a familia Myrtaceae da ordem
Myrtifloral (Myrtales), a qual € composta por mais de 70 géneros e 2.800 espécies
distribuidas nas regides tropicais e subtropicais, principalmente América e
Australia. As diferentes espécies dessa familia apresentam porte variavel, desde
grandes arvores até arbustos e trepadeiras. S&o cultivadas como plantas
ornamentais e para a producédo de madeiras, 6leos, resinas, goma, especiarias e
frutos.

Psidium é um género que apresenta cerca de 150 espécies, das quais se
destacam Psidium guajava L. (goiaba), Psidium catleyanum Sabine (araca-doce,
araca de praia ou de coroa) e Psidium guineense Swatz ou Psidium roddah (araca

verdadeiro ou araca azedo) (Pereira, 1995).



De acordo com Gonzaga Neto et al. (1990), P. guajava € a Unica espécie
com interesse comercial. As outras espécies se constituem num importante banco
de germoplasma nativo para programas de melhoramento genético (Gonzaga
Neto e Soares, 1994).

A goiabeira (Psidium guajava L.) é classificada como arbusto ou pequena
arvore esgalhada, com altura variavel de 3 a 7m, podendo atingir portes maiores
em condi¢Oes especiais (Medina et al., 1978, citado por Pereira e Nachtigal,
2002).

Seu crescimento lateral, caracteristico da espécie, é reduzido através de
podas, permitindo o estabelecimento de pomares comerciais em espagcamento
menor, além da aeracao no interior da copa contribuindo no manejo de doencas.

A brotacdo da goiabeira ndo é uniforme, com floracdo ocorrendo durante o
periodo de setembro a novembro. A maturacdo dos frutos se da normalmente no
periodo de janeiro a margo, de modo que, devido a sua possibilidade de florescer
em ramos do ano e apresentar significativa resposta a supressao parcial da copa,
a producao comercial de frutos durante todo o ano é conseguida através de poda
drastica associada a irrigacao.

Suas flores sdo hermafroditas, heteroclamideas, actinomorfas e epigenas,
com floracdo ocorrente apenas em ramos do ano. A depender da cultivar, podem
ocorrer em botdes isolados ou em grupos de dois ou trés, sempre na axila das
folhas (Gonzaga Neto e Soares,1994). As inflorescéncias sdo do tipo dicasio, de
modo a formar duas bracteas opostas, na base do botdo, formando um total de

trés flores (Pereira, 1995).

2.1.1. Caracteristica das cultivares

Os trabalhos de melhoramento da goiabeira (Psidium guajava L.) no Brasil
tiveram inicio com Soubihe Sobrinho na ESALQ, com publicacdo em 1951. A
partir desse, varios outros trabalhos estdo sendo desenvolvidos nessa cultura
(Gonzaga Neto, 1994).

De acordo com Pereira (1995), a implantacéo da cultura através de mudas

de pés-franco (sementes) ocorreu ndo s6 ha maior parte dos pomares comerciais



no Brasil, como também na maioria dos paises produtores, originando pomares
com alta heterogeneidade de frutos e de plantas.

Por meio de métodos de selecao, hibridacdo e propagacédo assexuada, o
melhoramento da goiabeira objetiva a obtencdo de frutos com melhor qualidade,
plantas com maior produtividade e resistentes as pragas e doencas (Kavati,
1997).

O fato da goiabeira ser uma planta alégama, facilita os trabalhos de
melhoramento promovendo individuos com maior variabilidade genética. Outra
caracteristica a favor do melhoramento € que dentro do género Psidium n&o ha
incompatibilidade entre as espécies bem como a propagacdo assexual, pelo
enraizamento de estacas herbaceas, o que facilta a selecdo e rapida

multiplicacéo clonal de hibridos intra e inter-especificos na geracao F1.

2.1.1.1. Cultivar Rica

Origina-se do programa de melhoramento genético da UNESP/FCAV de
Jaboticabal, Sado Paulo, pelo método de polinizagcdo aberta da variedade
Supreme. Caracteriza-se por ter boa produtividade (50t/ha) e vigor, sendo
recomendada para industrializacdo, especialmente na elaboracdo de goiabadas e
sucos (Kavati, 1997).

Seus frutos s&o ovalados e levemente piriformes, com pescogo curto e
tamanho médio (100 a 250 g). A coloracdo da casca é verde-amarelada, com
textura levemente rugosa. Polpa vermelha, espessa e firme. Possui sabor
agradavel com elevado teor de acucares (11° Brix) e baixa acidez. Suas

sementes sao poucas e pequenas (Pereira, 1995; Kavati, 1997).

2.1.1.2. Cultivar Paluma

Originou-se através da polinizagdo aberta da variedade Rubi-Supreme,
pelo programa de melhoramento genético da UNESP/FCAV de Jaboticabal, Sdo

Paulo.



E uma variedade de boa produtividade (acima de 50 t /ha), vigorosa, de
crescimento lateral e com boa tolerancia a ferrugem. E utilizada in natura e na
industrializacdo de sucos, compotas e marmelada.

Possui fruto grande, acima de 200 g, piriforme com pescoco curto. Os
frutos maduros possuem poucas sementes, casca lisa e amarelada, polpa
vermelha intensa, firme e espessa. Seu Brix é de aproximadamente 10°e acidez
equilibrada, € a mais cultivada no pais, sendo distribuida por todas as regides de
cultivo (Pereira, 1995; Kavati, 1997).

2. 2. Ferrugem da Goiabeira

As ferrugens (Urediniomicetes, Basidiomycota) incluem mais de 100
géneros fungicos e cerca de 7000 espécies. Puccinia € género com maior nimero
de espécies conhecidas, com aproximadamente 4000 espécies (Voagele, 2005).

A espécie Puccinia psidii Winter, agente etiolégico da ferrugem da
goiabeira (Psidium pomiferum L. = Psidium guajava L.) é originaria da América do
Sul, sendo encontrada até o sul dos Estados Unidos. A importancia dessa
ferrugem tem aumentado muito com o cultivo de espécies de mirtaceas frutiferas,
hoje economicamente importantes, como a goiaba (Psidium guajava L.), a uvaia
(Eugenia uvalha, Cambess), a pitanga (Eugenia uniflora L.), a jabuticaba
(Myrciaria cauliflora [Mart.] Berg), o araca-boi (Eugenia stipitata MC Vaugh) dentre
outras, as quais séo cultivadas e utilizadas pela indastria na producdo de sucos,
doces, geléias e bebidas destiladas (vinhos) e licores.

A ferrugem das mirtaceas foi descrita pela primeira vez por George Winter,
em material coletado por Ernest H. G.Ule, no Estado de Santa Catarina, Brasil.
Sabe-se que seus hospedeiros classificam-se predominantemente na familia
botanica Myrtaceae, de onde provém o nome de ferrugem das mirtaceas
(Figueredo, 2001).

Em decorréncia de pertencer a um grupo de organismos biotroficos é do
habito de muitos micélogos de designar espécies novas com base no hospedeiro,
P. psidii tem pelo menos 11 sinGnimos telemorfos e nove anamorfos, dos géneros
Caeoma, Uredo e Aecidium, sendo que Caeoma eujeniarium Link seria 0 nome

anamorfico mais antigo.



P. psidii € considerada uma ferrugem de ciclo incompleto, pois ndo se
conhece o estadio de picnio, mas somente sdo conhecidos os estagios de écio (|
), urédia (1), télia (1) e basidio (IV) (Mac Lachlam,1938, citado em Rocabado;
1998; Ferreira, 1983; Ferreira, 1989; Figueiredo et al., 1984). Teleosporos ja
foram encontrados em alguns hospedeiros, dentre os quais jambeiro (Syzygium
jambos), jabuticabeira (Myrciaria cauliflora) e eucalipto (Ferreira, 1989).

Segundo Ruiz et al. (1989), as infec¢gbes de P. psidii em folha de eucalipto
sob condi¢des controladas é favorecida por temperaturas amenas (entre 20 e 25°
C), com molhamento foliar 6timo de 24 h, sob escuro continuo. No entanto, a
inibicdo da esporulacdo e a reducdo da germinacdo do patdbgeno ocorrem em
temperaturas iguais ou menores que 15° C e iguais ou maiores que 30° C.

Em relacéo a producdo de urediniosporos em condi¢cdes de viveiro, mudas
de jambeiro apresentaram producao a partir de 5 até 15 dias apds inoculagdo com
temperaturas minimas médias de 22° C (Coutinho e Figueredo, 1984). Em mudas
de eucalipto a producédo de soros urediniais € favorecida a temperaturas em torno
de 20° C (Ruiz et al., 1989) e a maior intensidade da doenca foi registrada nos
periodos de 8 h diarias consecutivas com umidade relativa superior a 90% e
temperaturas médias entre 15 e 25 °© C. Na auséncia destas condi¢cdes ndo se
observou incidéncia da doenca ( Carvalho et al., 1994 e Ruiz et al., 1989 ).

Em algumas plantas as partes mais afetadas sdo as folhas jovens e em
outras os sintomas foliares sao insignificantes, sendo apenas os botdes e frutos
intensamente afetados, como € o caso da goiabeira.

Na goiabeira, a ferrugem caracteriza-se por incidir em 0rgdos novos em
desenvolvimento, tais como folhas, botbes florais, frutos e ramos, com
importancia preponderante em botdes e frutos novos nas plantas adultas no
campo. Perdas diretas de 70 a 90% da producao de frutos por abortamento foram
observada em em pomares adultos na auséncia de controle quimico no Norte

Fluminense (Silveira et al., 1997; Rocabado,1998; Junqueira e Costa, 2002).

2.3. Interagdes superficiais na infecgéo de plantas por ferrugens

O processo infectivo na maioria das ferrugens ocorre com O

desenvolvimento de estruturas especializadas dos esporos até que se estabeleca
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a relacdo parasitica com o hospedeiro. Essa relacdo divide-se em: fase de
reconhecimento, fase de sinalizacdo e fase parasitica (Voegele, 2005).

A fase de reconhecimento entre o patdégeno e o hospedeiro compreende 0s
eventos de pré-penetracdo, que incluem a adesdo e germinacdo dos esporos, o
alongamento do tubo germinativo, a formacdo de apressério e “peg’ de
penetragao.

A adesdo (attachment) é considerada pré-requisito essencial durante a
patogénese de fungos (Nicholson e Epstein, 1991), podendo ocorrer através da
liberacdo de materiais adesivos produzidos pelo patdégeno de forma passiva ou
ativa. Uredinioporos devem ser depositados sobre a superficie do hospedeiro e
ficarem aderidos a esta, como requesito prévio ao reconhecimento entre planta e
patogeno, possibilitando o desencadeamento dos eventos sucessivos durante a
pré-penetracgao.

A germinacdo do esporo é um evento importante no ciclo de vida da
maioria dos fungos, como também no controle de doencas. Na germinacao de
urediniosporos em ferrugens, as caracteristicas topograficas da superficie do
hospedeiro como textura, dureza e carga elétrica possuem grande influéncia por
funcionarem como sinais ativadores aos eventos de diferenciagdo das estruturas
de infecgao (Allen et al., 1991).

Em Puccinia hordei Otth, o tubo germinativo cresce orientado
longitudinalmente pelas células epidérmicas, até que ao encontrar um estémato,
cessa seu crescimento e desenvolve o appressorio diretamente sobre a abertura
estomatal, o que de mostra a influéncia das caracteristicas topograficas da
superficie do hospedeiro no processo inicial de penetracdo (Littlefield e
Heath,1979; Hoch et al., 1987).

Estudando estimulos topograficos em esporos, Patto e Niks (2001) e Caver
et al. (1990) mostraram que a espessura da camada de cera epicuticular na
superficie foliar de espécies de Lolium spp. pode influenciar na germinacdo de
Blumeria graminis. Da mesma forma, Rubiales et al. (2001) mostram que
camadas espessas de cera sob os estbmatos das folhas em espécies de
Hordeum vulgaris fizeram com que esporos de ferrugem ndo germinassem na
direcdo desses estdbmatos e o0s tubos germinativos que encontravam o0s

estdbmatos ndo formassem apressorio.
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Para a diferenciacdo do apressorio, assim como nas etapas anteriores, €
necessario o reconhecimento da superficie hospedeira pelo patégeno. Esse
evento dependera do arranjamento de ceras na superficie do hospedeiro (Wynn e
Staples, 1981) e da habilidade do patégeno em degradar cera epicuticular
(Maheshwari et al., 1967). Em estudos da resisténcia a ferrugem em frutos de
goiaba, Rocabado (2003) aventou sobre provavel relagdo entre a quantidade de
ceras epicuticulares com a germinacao de urediniésporos de P. psidii. Segundo o
ator, a cv. Rica (resistente) € caracterizada por possuir uma maior quantidade e
diversidade micromorfologica de ceras epicuticulares em relacdo a cv. Paluma
(suscetivel), o que poderia influenciar o baixo percentual germinativo dos
urediniésporos na superficie dos frutos da cultivar resistente.

Outro fator relevante no desencadeamento dos eventos de pré-infeccéo
sdo as propriedades hidrofébicas da superficie dos hospedeiros. Essas
propriedades funcionam como fator de patogenicidade, uma vez que permitem ao
esporo uma maior habilidade em se fixar na superficie do hospedeiro,
favorecendo o processo de infeccéo (Nicholson e Epstein, 1991).

A relacdo entre o0s eventos de pré-infeccdo de patdgenos e a
hidrofobicidade da superficie do hospedeiro tem sido estudada em varias
espécies. Clement et al. (1994) afirmam ser a interagdo hidrofébica entre a
cuticula do feijoeiro e o urediniosporos de Uromyces viciae-fabae o fator mais
importante na interacdo deste patossistema, uma vez que durante o estadio inicial
de infeccdo a superficie de contato entre urediniosporos e cuticula € mediada por
estruturas semelhantes a pequenos espinhos, que emergem da superficie do
esporo. Assim, os urediniosporos maximizam as chances de contato com a
superficie foliar (Mendgen,1996), vencendo a barreira fisica das protuberancias
da cuticula e cristais de cera. Hamer et al. (1988); Howard et al., (1991); Kumar e
Sridhar (1987) e Lee e Dean, (1994) afirmam existir correlagdo entre
hidrofobicidade e adesao de conidios de Magnaporthe grisea, embora evidéncias
tenham sugerido ndo haver uma especificidade deste patdgeno entre superficies
hidrofébicas e hidrofilicas na diferenciacdo do tubo germinativo e formacdo de
apressorio nesse patossistema (Bourett e Howard ,1990; Jelito et al., 1994;
Uchiyama et al., 1979 e Xiao et al., 1994). Hegde e Kolattukudy (1997) também
observaram inducdo na germinacdo do esporo e formacdo de apressoério em

conidios de Magnaporthe grisea na auséncia de superficie hidrofébica. Burnlage
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et al. (1991) mostraram que conidios de Colletotrichum musae tiveram melhor
aderéncia em substrato hidrofébico que em substratos hidréfilico.

De acordo com Robert et al. (1993), conidios de Botrytis cinera tiveram
uma adesao eficiente tanto em cuticula de tomate como em substratos artificiais
hidratados. Neste caso, a adeséao foi inibida na presenca de detergentes idnicos e
nao ionicos, de forma que a variacao de hidrofobicidade dos substratos teve uma
relacdo direta entre o angulo de contato da agua na superficie e a porcentagem
de adeséao.

Xavier (1997) sugeriu que propriedades fisicas da superficie das folhas de
plantas de Eucalyptus de diferentes idades, como sua hidrofobicidade e
constituicdo quimica (derivados quimicos cuticulares e celulésicos) poderim
influenciar a germinagéo de P. psiidi.

No patossistema P. psidii x P. guajava, a adesao dos esporos na superficie
de frutos inoculados pode estar relacionada a hidrofobicidade da superficie dos
frutos, embora outros fatores como caracteristica morfolégica do esporo
(apéndices espiculados) e a forma de inoculacdo também tenham sido citados
como fatores influenciaveis a adeséo (Rocabado, 2003).

Oh et al. (1999) mostram que a infeccéo especifica em frutos de pimenta
verde por C. gloesporioides, comparados com os de frutos vermelhos, pode estar
relacionada com as ceras epicuticulares da superficie desses frutos.

As formas de penetracdo de alguns patdgenos, incluindo fungos, séo
variadas. Alguns usam meios mecanicos, geralmente acompanhados por
secrecbes enzimaticas para romper as camadas protetoras (cutina e parede
celular). Por exemplo, Nectria haematococca causador da podriddo em raiz de
ervilha é um patégeno que possui 0 gene da cutinase para degradacao da cutina
no processo de penetragao (Stahl e Schafer ,1992).

Estudos sobre anticorpos e inibidores quimicos, sugerem que a cutinase é
essencial para patogenicidade de fungos. Esporos de fungo colocados em caule
de ervilha na presenca de um anti-corpo de cutinase ou inibidores de hidrolase de
serina, como disopropil de fluoril fosfato, inibiram o processo de infecgcao
(Chasan,1992).

Outros patdgenos sé@o capazes de penetrar somente através de aberturas
ja existentes na planta (como feridas, onde as barreiras ja tenham sido

quebradas). Neste caso, podemos citar Phakospsora pachyrhizii Syd em soja



13

(Marchetti, 1975, citado em Rocabado, 2003) e Ravenelia humphreyana P. Henn.
em Cesalpinia pulcheriima (Littlefield e Heath, 1979, citado em Rocabado, 2003),
Puccinia striiformis f. sp. tritici em trigo ( Mares and Cousen, 1977; Vallavieille-
Pope et al., 1995, em Feng et al., 2008)

2.4. Barreiras estruturais pré-formadas de plantas a patdgenos

Didaticamente, os mecanismos de defesa das plantas, bioquimicos e
estruturais, sao divididos em pré-formados e pés-formados.

Os mecanismos pré-formados ou estruturais ocorrem independentes da
presenca do patdogeno e sao transmitidos por heranca, agindo na planta como
defesas fisicas que evitam ou restrigem o desenvolvimento de tais patdégenos
(Pascholati e Leite, 1995). Como exemplos, podem ser citados a cuticula, os
tricomas, os estdmatos e fibras nos feixes condutores.

Alguns patdgenos, durante o processo de infeccéo, penetram no tecido do
hospedeiro pelos estbmatos, como ocorre com a maioria das ferrugens. Assim, a
morfologia estomatica, o periodo de abertura e quantidade dos estbmatos podem
contribuir para a suscetibilidade ou resisténcia do hospedeiro a doencas do tipo
ferrugens (Agrios, 2005).

Os estdmatos sdo circundados por células epidérmicas, as quais podem
funcionar como sinais topograficos para respostas aos eventos de pré-
penetracdo. Tal afirmacdo € apoiada por Wynn (1976), ao mostrar que o
crescimento direcionado do tubo germinativo da ferrugem de feijdo, em
Phaseolus, s6 ocorre na juncdo das células epidérmicas, no rumo da parede
anticlinal.

A presenca das células epidérmicas ao redor dos estdmatos, também
influenciam a entrada de agua na camara sub-estomatica e a formacéo do filme
de agua na superficie do hospedeiro, favorecendo a adesdo do patdgeno
(Pascholati e Leite , 1995).

Os patdgenos, ao encontrarem o estbmato, normalmente param de crescer
e penetram diretamente pelo poro estomatal ou desenvolvem apressorio
penetrando na folha (0 que ocorre na maioria das ferrugens) (Niks e Rubiales,

2002). Em geral, quanto menor eficiéncia o patégeno apresentar em encontrar o
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estdmato, menor a possibilidade de penetrar no hospedeiro, uma vez que 0
patdogeno estara efetuando maior gasto energético no alongamento do tubo
germinativo, diminuindo as chances de coloniza-lo (Niks,1990). Essa afirmacao
corrobora com os estudos feitos por Sillero e Rubiales (2002), mostrando a
ineficiéncia de Uromyces-fabae em encontrar o estdmato e efetivar a penetracao.
Eles afirmam que, geralmente, 50% dos tubos germinativos encontram um
estbmato e que esta baixa taxa é explicada, em parte, pelo fato de 20% dos
esporos germinarem e formarem apressorio distante dos estébmatos.

Na maioria das dicotiledoneas, os estdmatos sdo espalhados sobre a
superficie das folhas aleatoriamente na base adaxial como abaxial da folha
(Appezato e Guerreiro, 2003). A localizacdo e a densidade dos estébmatos
influenciam a eficiéncia da infeccdo. Esta relacdo foi confirmada em Phaseolus
por Wynn (1976), ao relacionar a baixa formacdo de apressério de
Uromyces appendiculatus na face abaxial das folhas, a qual apresentava menor
densidade de estdmatos em relacdo a face adaxial.

Outro exemplo de fatores estruturais de resisténcia sdo o0s tricomas.
Tricomas sdo apéndices de origem epidérmica presentes em qualquer 6rgao
vegetal, de forma permanente ou efémera (Appezato e Guerreiro, 2003).

Os tricomas mais comuns envolvidos na resisténcia a patdgenos sao o0s
pélos, em funcdo do seu nimero por area de tecido, os quais podem interferir na
molhabilidade da superficie do hospedeiro e, consequentemente, na germinacéo
dos esporos (Pascholati e Leite, 1995). Outro efeito dos tricomas € a possibilidade
de manterem os esporos fora do alcance da superficie das folhas, reduzindo as
chances de o tubo germinativo encontrar o sitio de penetracdo (Niks e Rubiales,
2002), como mostrado na cv. de soja Bragg. O tubo germinativo da ferrugem da
soja nao entrou em contato com a superficie das folhas devido aos tricomas
alongados, caracteristicos da cultivar (Wynn,1976).

Dentre 0os mecanismos citados como pré-formados estruturais ou
constitutivos  estruturais, o interesse deste trabalho compreende mais
precisamente a cuticula e os componentes quimicos epicuticulares contido na

mesma.
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2.5. Epiderme e cuticula

A epiderme é uma (ou mais) camada de células parenquimatosas,
originada da protoderme, que reveste externamente das plantas. Suas células
variam em forma e tamanho, contudo estdo sempre formando uma camada
compacta, desprovida de espacos intercelulares, e, geralmente, aclorofiladas
(Cutter, 1987).

A principal funcdo da epiderme € de revestimento. A disposicdo compacta
das células, assim como a espessura e rigidez da parede externa das células
epidermais pode dificultar ou mesmo impedir a penetracdo direta dos patdgenos e
a acao de choques mecanicos , além de restringir a perda de agua (Apezzato e
Guerreiro, 2003).

Plantas com estas caracteristicas sdo resistentes, embora, se o patégeno
for introduzido no interior da planta através de ferimentos podera ser facilmente
colonizada (Agrios, 2005).

Nas partes aéreas das plantas, as células epidérmicas apresentam uma
cuticula, formada por incrustacdo da cutina em sua parede periclinal externa.
Essa cuticula € uma das principais aquisi¢ées evolutivas das plantas terrestres,
pois |hes possibilitou a reducédo na perda de agua para a atmosfera (Mauseth,
1988).

Para que um patégeno tenha sucesso na infec¢do do hospedeiro, esse tem
gue atravessar primeiro sua camada de cuticula externa e a sua parede celular.

A cuticula age como a primeira barreira protetora revestindo toda epiderme,
0s pélos, escamas e estdmatos. A primeira funcéo fisioldgica da cuticula da planta
€ de prevenir o ressecamento do tecido pela atmosfera minimizando a perda de
agua pelo estbmato (Rieder e Schreiber, 1995; Kerstiens, 1996).

A cuticula foi descrita e denominada pela primeira vez por Brogniart (1830),
sendo essa uma matriz de poliéster com acidos graxos de cadeia longa (C16 e
C18) (Kunst et al., 2003), de cor creme, resistente aos 4cidos minerais fortes, mas
rapidamente atacével por solucdo alcodlica de alcali. Na sua superficie, ou no seu
interior, pode haver depdsitos de sais em forma de cristais, borracha, resina e
0leos. O uso moderno da palavra “cuticula”, que significa: “filme superficial

formado pelas camadas externas cutinizadas das paredes superficiais das células
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epidérmicas” da planta (sensu A.P. de Candole, 1827, citado por Rieder, 2006),
designa uma membrana extracelular continua e ndo uma camada celular.

Ao seu processo de formacdo denomina-se de cuticularizacdo. Em muitas
plantas, a cuticula propriamente dita esta separada da parede celuldsica por uma
camada de pectina, que provavelmente corresponde a lamela média da parede
periclinal externa das células (Appezzato e Guerreiro, 2003).

Como principais funcdes fisiologicas atribuidas a cuticula das plantas,
pode-se citar: i — controle da transpiracdo, ii — controle da perda de agua e
aquisicao de solutos polares, iii — controle da troca de vapores e gases, iv —
transporte de substancias lipofilicas, v — repulsdo de agua e particulas
(hidrofobicidade), vi — atenuacdo de radiacdo fotossintética ativa e UV, vii —
interfase para interacdes biodticas (Rieder, 2006). Esta superficie também possui
importancia ecoldgica e fitopatolégica, sendo a primeira barreira oferecida a
infecg@o por organismos.

A espessura da cuticula nem sempre apresenta correlacdo positiva com
altos niveis de resisténcia. Os patdégenos produzem enzimas cutinases e
hidrolases da parede celular, tais como pectinases, celulases, xilanases e
poligalagturonases (PGs), capazes de atacar os diversos polimeros da parede
celular e da cuticula. Por outra parte, a partir da acdo destas enzimas séo
produzidos fragmentos da parede celular, particularmente oligomeros do acido
galacturdnico, que podem atuar como elicitores secundarios dos mecanismos de
defesa ou amplificando as reac¢des de defesa originais da planta contra patégenos
(Balardini, 2005).

Como a cuticula possui componentes hidréfobos (cera), semi-hidrofobos
(cutina) e hidréfilos (pectinas e celulose), a penetracdo de substancias
predominantemente polares ocorre através das pectinas e das nado-polares ou
predominantemente nado-polares, através das ceras e da cutina (Devine et al.,
1993). Contudo, como ja mencionado, diversos patdégenos possuem ou Sao
capazes de usar diversas enzimas durante a penetracdo direta de cuticulas
vegetais.

Todavia, a distribuicdo de constituintes quimicos na cuticula mostra que a
mesma ndo é uma camada homogénea e que a sua superficie externa €
altamente lipofilica, tornando-se mais hidrofilica interiormente (Devine et al.,
1993).
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2.5.1. Cutina

A cutina é o componente polimérico estrutural da cuticula de todas as
partes aéreas da planta, exceto a periderme (Espelie et al., 1980, citado em
Kolattukudy,1981), com aparéncia amorfa ou em alguns casos lamelar (Olesen
1979, citado em Kolattukudy,1981).

A cutina € composta principalmente de acidos alifaticos saturados,
hidroxilados saturados, geralmente uma mistura de homologos de C16 a C18
(Stark e Tian, 2006). O componente predominante € o acido 10, 16 -
dihidroxipalmitico e/ou seu isbmero posicional do grupo hidroxil C-9, C-8 ou C-7
(Kolattukudy,1981).

A cutina é insoluvel em solventes organicos. Quimicamente, é constituida
por acidos graxos hidroxilados, unidos entre si por ligacdes de éteres. Os acidos
graxos hidroxilados também denominados “4cidos da cutina” formam 80 % do
complexo cutinico. Sua estrutura quimica ainda ndo esta perfeitamente definida,
mas seus produtos de decomposicdo e hidrélise geralmente apresentam dois ou
mais grupos reagentes, capazes de esterificar ou eterificar (acidos dicarboxilicos
e hidroxicarboxilicos) (Mauseth,1988).

Quimicamente, a cutina € definida como um composto de lipidios
(poliésteres insoluveis) de alto peso molecular, resultante da polimerizacdo de
certos &cidos graxos produzidos, aparentemente, no reticulo endoplasmatico do
protoplasma das células epidérmicas (Mauseth,1988).

A estrutura molecular da cutina é uma rede formada por hidroxi-acidos
graxos e acidos dicarboxilicos, ligados entre si por pontes de éster, éter e

peréxidos.

2.5.2. Ceras

A terminologia que descreve a cera em superficie de plantas foi definida
pela primeira vez em um trabalho de Martin e Juniper em 1970 (Baker, 1982), em

que a camada de cera foi chamada de" membrana cuticular " e caracterizada

como uma mistura complexa de lipidios ndo-polares.
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As ceras vegetais compreendem duas camadas separadas dentro da
cuticula. Uma porc¢éo interna, caracterizada por cera intracuticular associada com
uma matriz de poliéster de cutina. E outra, uma camada continua localizada na
superficie, sendo esta ultima denominada de cera epicuticular (Jeffree, 1996). Sua
estrutura € formada por cristais de cera que revestem a camada amorfa da
superficie de varias plantas, dando-as um aspecto cinzento (Post-Beittenmiller,
1996).

Essas estruturas sao formadas por um filme relativamente fino de material
epicuticular sobre a superficie da cuticula. Tais cristais epicuticulares exibem uma
gama extensiva de formas, como plaquetas, tiras, rosetas, varetas, entre outros
(Bartholott et al., 1998).

De acordo com Post-Beittenmiller (1996), a cera cuticular € uma mistura de
varios compostos, como os acidos graxos de cadeias longas, aldeidos graxos,
alcoois primarios e secundarios, cetonas e ésteres.

Através da extracdo de tecidos contendo ceras epicuticulares, Silva
Fernandes et al. (1964); Baker & Procopiou (1975), citados por Terhune e Hoch
(1993), obtiveram compostos alifaticos de cadeias longas, varias por¢cdes de
triterpendides, esterdis ou fendis.

Motta (2000) sugeriu que o0s ésteres e alcoois de cadeia longa sao
constituintes proeminentes das ceras, podendo esses, serem resultantes da
combinacado dos acidos graxos livres com o alcool priméario formado pela reducgéo
do acil ou pela descarboxilizacdo de acidos graxos longos, com producdo de
aldeidos, alcoois secundarios, alcanos e cetonas.

A proporcdo destes compostos difere entre as espécies de plantas, entre
os diferentes tecidos de uma Unica planta, sua fenologia como também entre as
condicdes climaticas (Poste-Beittenmiller, 1996).

A constituicdo quimica das ceras epicuticulares possui uma relagdo com a
sua morfologia e ultraestrutura (Baker, 1982). Desse modo, a variacdo desses
compostos quimicos contribuira na formacao de estruturas morfologicas distintas
do tipo cristalina e amorfa como: hidrocarbonetos e alcoois primarios que se
cristalizam em forma de placas; alcoois secundarios, cetonas e betadicetonas em
tubulos. Ja os triterpendides e ésteres originam estruturas amorfas (Reina, 1982).
Apoiando a afirmacéo, Holloway et al. (1977) mostram cristais epicuticulares na

superficie de folhas de ervilha (Pisum sativum) em forma de placas contendo
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alcoois primérios, possibilitando a caracterizacdo qualitativa de compostos
individuais na superficie epicuticular das plantas.

A interacdo entre ceras epicuticulares e resisténcia a doencas tem sido
mostrado em varios patossistemas. Ceras epicuticulares sdo as primeiras
barreiras encontradas pelos fungos fitopatogénicos nos processos iniciais de
infeccéo (Stockwell e Hanchey,1985).

De acordo com Prusky et al. (1991) e Bailey et al. (1992), essa interacao
estd relacionada a respostas aos sinais quimicos Nnos processos iniciais de
infeccdo. Esses pesquisadores relataram que ceras da superficie de frutos de
abacate promoveram o processo de germinacdo e diferenciagdo em conidios de
Colletotrichum gloesporibides.

Sabe-se que substancias quimicas presentes nos esporos com agao auto-
inibidoras da germinagao podem sofrer reversao na sua atividade em presenca de
compostos quimicos epicuticulares. Este efeito estimulatério foi atribuiido ao
hidrocarboneto hentrocontano, extraido de compostos epicuticulares de folhas de
jambo (Syzygium jambos), sobre a germinacao de P. psidii. (Tesmann e Dianese,
2002).

Os compostos que estimulam germinagdo de urediniosporos incluem
alcoois gordurosos, aldeidos, cetonas, hidrocarboneto lineares saturados e néao
saturados, derivado de isopropanos, compostos ciclicos, ésteres volateis,
sulfetos, tiocianetos, nitritos, aminas e amidos, derivados de n&o volateis como
1,9 - nanonedial solivel em &gua, octil de sédio (French e Gallimore, 1971;
Charudattan et al., 1981; French, 1992), assim como octadecanol e outros
componentes encontrados em ceras epicuticulares (Jellitto et al., 1994).

Rocabado (2003) sugeriu que a presenca de ceras epicuticulares na
superficie de frutos de goiaba pode estar relacionada com fator de resisténcia ao
observar diferencas quantitativas na germinacdo e formacgédo de apressorio de
P. psidii entre frutos de cultivar suscetivel (Paluma) e resistente (Rica). No mesmo
estudo, o autor evidenciou diferencas na quantidade de ceras epicuticulares da
superficie de frutos das mesmas cultivares, mostrando que na cultivar resistente a

guantidade de ceras epicuticulares é maior que na cv. suscetivel.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Obtengéo e manutencao do inéculo

Urediniosporos de P. psidii foram coletados em pomares comerciais de
goiabeira no municipio de S&o Francisco de Itabapoana — RJ. Foram
armazenados em frascos de penicilina embutidos em um recipiente de vidro ou
plastico hermeticamente fechado, contendo silica granular (cAmara seca), a 8° C,

por no maximo 60 dias.

3.2. Obtencéo de extratos de ceras epicuticulares

Os extratos epicuticulares foram obtidos, a partir de frutos de 2 e 4 cm de
goiabeira das cultivares Rica e Paluma (resistente e suscetivel a ferrugem
respectivamente).

Os frutos foram coletados em cinco arvores de cada cultivar tendo em de
meédia seis frutos para cada tamanho e por cada arvore, totalizando duzentos e
guarenta frutos por coleta e cultivar. Ao total foram feitas seis coletas. Tais frutos
foram lavados em agua corrente, secados em temperatura ambiente, pesados em
balanca de precisdo e medidos com paquimetro.

No intuito de se obter diferentes compostos epicuticulares e para se

estudar seus efeitos na germinagdo dos urediniosporos, foram testados cinco
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solventes organicos de diferentes polaridades: cloroférmio (média polaridade),
acetona (polaridade média), diclorometano (baixa polaridade), metanol
(polaridade média).

A analise da relacdo quantidade de extrato por unidade de fruto foi feita em
trés repeticOes para cada extrator. Para a extracdo dos compostos epicuticulares,
os frutos foram lavados, um por vez com cada extrator, por 30 a 60s a
temperatura de 50C. ApoOs a extracdo, a solucdo (extrato+solvente) foi filtrada
com papel-filtro autoclavado e deixada a temperatura ambiente até que o extrator
evaporasse por completo (Figural).

Ao final da evaporacéo, retirou -se o residuo solido do recipiente, o qual foi
pesado em balanca de precisdo e armazenado em vidros de penicilina

hermeticamente fechados em caixa de isopor, a temperatura de 8C (Figural).
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Figura 1. Diagrama da metodologia para obtencdo de extratos de ceras
epicuticulares de frutos de goiaba. (1) Solventes utilizados na
extracdo. (2) Placa para aquecimento do solvente a temperatura de
560 C. (3) Frutos a serem banhados pelo solvente aquecido por 30 e
60 min. (4) Solugéao (solvente + cera) da extracao sendo filtrada em
papel filtro. (5) Solucédo (solvente + cera) em temperatura ambiente
para evaporacdo do solvente. (6) Extrato solido de cera epicuticular de
fruto de goiaba armazenado em frasco de penicilina ap0s evaporacao
do solvente. (7 e 8) Frascos de penicilina contendo extratos solidos de
ceras epicuticulares de frutos e goiaba em caixa de isopor para
armazenamento em geladeira, a 8 °C.

3.3. Caracterizacado quimica dos extratos obtidos

Para a identificacdo dos compostos quimicos contidos nos extratos
epicuticulares, as amostras foram dissolvidas na proporcédo de 0,4 mg de cada
extrato em acetona—d6 (deuterado) e caracterizadas por espectroscopia
unidimensional (1D) a partir de Ressonancia Magnética Nuclear (NMR) de 1H
(Ressonancia de protons) e analisadas no software Delta Eclipse+ 400, no
Laboratério de Ciéncias Quimicas — CCT — UENF. Foram analisadas as amostras
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de extrato feito com cloroférmio e acetona devido a baixa quantidade de cera

epicuticular extraida pelos outros solventes.

3.4. Efeito de diferentes suportes sobre germinagao de urediniosporos
de P. psidii

Uma vez que urediniosporos de P. psidii apresentam limitagcbes de
germinacao in vitro, foram testados, como substrato de germinacdo, dois
diferentes filmes de papel, celofane e paleofane, de diferentes texturas. Depois de
esterilizados, os filmes foram postos sobre meio de agar-agua 2% em placas de
Petri, para que se mantivessem umidos. Foram postos trés filmes (de cada
suporte testado) por placa, com trés repeticdes ou placas.

Os filmes foram semeados com suspenséo de 10*/ml de urediniosporos em
0leo mineral e em agua destilada. As placas foram postas em camara umida no
escuro, durante 24h, com temperatura de 22°C. Decorridas 24h, as placas foram
levadas ao microscopio para observacao do porcentual de germinacao (Figura 4).
Para a contagem de germinacgdo sob aumento de 200 X, os filmes foram divididos
em cinco campos visuais, nas quais foram contados trinta urediniosporos, tendo
um total de 150 urediniosporos observados/fiime. Para o calculo da percentagem
de germinacdo utilizou-se a formula: % germinacdo = (n°® de urediniosporos
germinados/total do n° de urediniosporos) x 100. Consideraram-se esporos

germinados aqueles com tubo germinativo maior que seu comprimento.

3.5. Efeito dos extratos epicuticulares sobre germi nacdo de
urediniosporos de P. psidii in vitro.

Os extratos de cera foram ressuspensos em 06leo mineral (Vetec, 99,9%;
1mg de extrato em 2 ml de 6leo) e homogeneizados por 10 min em sonicador
Branson Sonifier, modelo 450. Apdés homogeneizados, obtiveram-se fracdes de
extrato bruto de cera e também efetuou-se a diluicdo do extrato em nove partes
de 6leo (Vetec, 99,9%: diluicéio 10™).
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Em placas de Petri com agar-agua 2%, foram colocados trés fragmentos
(3 repeticdes) do suporte que apresentou melhor percentual de germinacédo (item
3.4). Cada fragmento foi coberto no mesmo instante, com: 1) 12ul de suspenséo
de urediniosporos em 6leo a 10%esporos/ml e mais 12pl do extrato de cera bruto;
2) 12 pl de suspensédo de esporos e 12 pl do extrato de cera diluido dez vezes em
6leo mineral (diluicdo 10™). Como testemunha foi utilizada uma placa de petri com
trés fragmentos do mesmo suporte com 12ul de 6leo mineral mais 12 ul da
suspensdo de urediniosporos em 6leo mineral a 10*/ml. As placas permaneceram
em camara Umida, no escuro, durante 24h. Efetuou-se a contagem de esporos
germinados ao microscopio optico sob aumento de 200 x. O critério de contagem

foi o mesmo usado na analise da germinacéo sob o efeito dos diferentes suportes.

3.6. Andlises estatisticas

Os resultados de germinacdo in vitro foram submetidos a analise de
variancia e comparacdo de médias dos tratamentos pelo teste de Tukey (P>0,05),
utilizando-se o programa Saeg - Sistema para Analises Estatisticas e Genéticas
(Euclides, 1983).
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Extratos de ceras epicuticulares

Diferencas quantitativas foram evidenciadas no peso seco dos extratos
epicuticulares dos frutos de goiaba com 4 cm das cvs. Rica e Paluma. Tais
diferencas foram influenciadas pelas varidveis independentes: solventes,
cultivares e tempos de extracdo (Quadro 1).

Frutos das cvs. Rica e Paluma, ao serem banhados durante 60s pelos
diferentes solventes testados, apresentaram maior peso seco dos extratos
epicuticulares em relacdo aos frutos banhados durante 30s. Resultado
semelhante foi citado por Silva et al. (2005) na extracdo de extratos de pimenta
rosa em diferentes tempos, observando que o rendimento dos extratos foi
diretamente proporcional ao tempo extracdo. De acordo Shaidi e Naczk (1995), o
tempo de extracdo afeta consideravelmente a recuperagcdo dos compostos
bioativos, aumentando a possibilidade de sua oxidacdo. Todavia, a extracao
durante tempos ndo maiores a 60s visou garantir que a mesma ocorresse a nivel
epicuticular. A extracdo entre 30 e 60s ndo mostrou diferencas quantitativas
significativas, demonstrando que a metodologia utilizada garantiu a extracao de
somente fragOes de ceras epicuticulares em frutos de goiaba.
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Quadro 1. Peso seco do extrato de ceras por unidade de fruto de goiaba das cvs.

Rica e Paluma. Os extratos foram obtidos com diferentes solventes e

tempo de extracdo de frutos com 4 cm de diametro na propor¢éao de 20

mL de solvente por fruto. Os solventes apresentam-se na tabela em

ordem decrescente de polaridade.

Peso seco do

Cvs. Extrator Polaridade Tempo extracdo  extrato / fruto
(graus) (seg.) (9n)
Metanol 6,6 30° 1,40
60’ 2,30
Acetona 5,4° 30° 2,83
Paluma 60” 4,77
Etanol 5,2° 30° 0,83
60 1,73
Diclorometano 3,4° 30° 0,83
60’ 1,63
Cloroférmio 1,7° 30° 0,1
60° 0,23
Metanol 6,6 30° 1,70
60’ 4,00
Acetona 5,4° 30° 2,77
Rica 60" 6,03
Etanol 52° 30° 1,07
60 3,90
Diclorometano 3,4° 30° 0,60
60’ 1,00
Cloroférmio 1,7° 30° 0,47
60 1,77

Relacionando os diferentes solventes testados, a acetona extraiu maior

quantidade de ceras, seguida do metanol, etanol, diclorometano e cloroformio. De

acordo com Tiito (1995) e Marinova e Yanishlieva (1997), citados em Ceppa

(2006), diferencas nos potenciais oxidativos e na polaridade dos compostos

extratores alteram a capacidade de extracdo de diferentes compostos, sendo que

no caso de ceras, quanto mais apolar for o extrator maior quantidade de ceras

podem ser extraidas. Os resultados se aproximam da relacdo direta entre

polaridade do solvente e rendimento do extrato. Contudo, neste estudo, mesmo

nao sendo a acetona o solvente mais apolar, foi o que resultou em maior
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rendimento na extracdo de ceras. E sugerido que essa inversdo esteja
relacionada com a coleta e armazenamento dos frutos e a metodologia de
extracdo. Frutos desprotegidos dos raios solares apds a coleta podem ter sofrido
alguma alteracdo na composicado quimica da cera epicuticular, como também seu
armazenamento por um periodo acima de 24hs, favorecendo processos
oxidativos na composicdo da cera. H4 também a possibilidade da acetona ter
maior penetracdo nas camadas cuticulares da superficie dos frutos de goiaba,
promovendo a extracdo de ceras epi e intra-cuticulares, bem como de outros
compostos.

Outra inferéncia a esse resultado é o maior rendimento no peso seco dos
extratos de frutos da cv. Rica comparado ao rendimento no peso seco dos
extratos da cv. Paluma, nos diferentes solventes e tempos testadoz, o que vem
apoiar os estudos de Rocabado (2003). Este dltimo autor afirmou haver
diferencas quantitativas de ceras epicuticulares entre as cvs. Rica e Paluma,
sendo que a cv. Rica apresenta maior quantidade de ceras epicuticulares na
superficie dos frutos quando comparada com a Paluma. Xavier (1997), em
estudos histologicos na superficie de folhas de eucalipto de diferentes idades,
observou a presenca de projecdes de cera epicuticulares relacionadas com o

aumento na idade da folha.

4.2. Caracterizacdo quimica dos extratos obtidos

Pela andlise de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) em 1H
(Ressonancia de protons), observou-se similaridade entre os perfis caracteristicos
da classe de compostos quimicos dos extratos epicuticulares dos frutos adultos
(4cm de diametro) da cv. Rica e da cv. Paluma, sendo estes: compostos alifaticos,
alcenos, alcodis ligados a hidroxila e compostos aromaticos. Apesar da
similaridade entre os grupos, é possivel perceber que nos frutos adultos da cv.
Rica os grupos alifaticos e arométicos apresentam-se em maior propor¢ao que 0s
frutos adultos da cv. Paluma. Da mesma forma, ocorreu na analise dos perfis dos
extratos epicuticulares de cloroférmio de frutos adultos (4cm de diametro) da cv.
Rica e cv. Paluma. Neste caso, entretanto, ndo se observou a classe de

compostos aromaticos, para ambos os cultivares.
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Entre os perfis de extratos epicuticulares de acetona de frutos novos e
adultos da cv. Rica, foi observada diferenca nas classes de compostos quimicos,
assim como na sua proporcdo. Nos extratos dos frutos novos ndo houve a
presenca da classe de compostos aromaticos, apenas a classe dos compostos
alifaticos, alcenos e alcodis ligados a hidroxila. Ja, os extratos de acetona de
frutos adultos apresentam a classe dos aromaticos e os demais compostos acima
citados. A proporcdo dos compostos entre os extratos de frutos novos e adultos
também se diferenciam, de modo que os frutos adultos apresentam proporcdes
maiores que os frutos novos de mesma cultivar.

As classes dos compostos alifaticos, alcenos e alcodis ligados a hidroxila
estdo presentes tanto nos perfis dos extratos de cloroformio de frutos novos como
no de frutos adultos da cv. Rica. Mas como observado nos extratos de acetona,
0s compostos de frutos adultos estdo em maior quantidade que nos extratos dos
frutos novos.

A superficie de cada planta possui como caracteristica uma mistura
complexa de muitos componentes hidrofébicos, contendo compostos alifaticos de
cadeias longas, os quais formam as ceras epicuticulares (Kalattukudy et al.,
1987). Esta afirmagdo vem apoiar os resultados obtidos na caracterizacao por
RMN, indicando a presenca de compostos alifaticos nos perfis dos extratos
analisados, além da presenca de alcenos, alcodis ligados a hidroxila e compostos
aromaticos. Chacalis et al. (2001) afirmam haver variagcdes qualitativa na
composicdo de ceras epicuticulares entre distintos grupos filogenéticos, espécies
e cultivares, bem como em individuos com diferentes estadios de crescimento.
Essa afirmacéo contradiz os resultados observados no atual trabalho ao mostrar
similaridade qualitativa nos perfis dos extratos epicuticulares de frutos de 2 e 4 cm
das cvs. Rica e Paluma. O que se observa € a influencia do tipo de solvente
usado na extragcdo dos compostos epicuticulares sobre a diferengca qualitativa
entre os perfis. E possivel que essa similaridade esteja relacionada com o
meétodo de extracdo, com a reacao de oxidacdo de alguns compostos contidos no
extrato ou a fatores ambientais (Mc Wroter et al., 1990, citado em Belding et al.,
2000).

Os resultados observados apoiam mais uma vez o trabalho de Rocabado
(2003) e confirmam os resultados das outras analises do atual trabalho

relacionando a cv. Rica resistente a ferrugem, uma vez que as classes dos
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compostos quimicos encontrados nos perfis dos seus extratos estéo relacionadas
a atividade antimicrobiana conhecidos como compostos metabdlicos secundarios
pré-formados, 0s quais ocorrem constitutivamente nas plantas funcionando como
barreiras quimicas contra a infeccdo de patdgenos (Dixon, 2001). Na classe dos
alifaticos podemos citar os acidos graxos, triterpendides, substancias lipidicas,
derivadas do isopropeno com 30 C. Na classe dos aromaticos podemos encontrar
os alcaldides e fendis (Morrissey et al., 1999).

Os outros extratos obtidos com os solventes diclorometano, metanol e
etanol ndo foram caracterizados por RMN devido a quantidade de cera
epicuticular ter sido insuficiente para o processamento das amostras. Os extratos
epicuticulares com acetona de frutos de goiaba cv. Rica e Paluma com 4 cm de
diametro mostraram-se constituidos por compostos alifaticos, alcenos e
compostos aromaticos (Figura 2). Com base nos resultados de caracterizagédo
guimica (Figuras 2 e 3), pode se guestionar seu papel como fatores de resisténcia
diferencial a P. psidii na fase de pré-penetracdo, como observado previamente
por Rocabado (2003) e se a resisténcia da cultivar Rica ndo seria somente
decorrente da constituicdo quimica das ceras epicuticulares. Outros mecanismos
de resisténcia ou fatores estariam interferindo na taxa de germinagdo e na
formacéo de apressoérios de P. psidii em frutos das cultivares Rica e Paluma e
entre frutos de diferentes tamanhos. Entre algumas das caracteristicas da
superficie de plantas que podem estar envolvidas no insucesso de patdgenos
durante os eventos iniciais de infeccdo, como a adesao, germinagao e formacéo

de apressorios, além do fator ceras epicuticulares, encontram-se as
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Figura 2.. Comparacdo entre os perfis de *H-NMR dos extratos epicuticulares
com acetona e cloroférmio de frutos adultos de goiaba cvs. Rica e
Paluma mostrando: Similaridade entre os grupos quimicos dos extratos
epicuticulares com mesmo extrator, auséncia de compostos aromaticos
e maior quantidade de compostos alifaticos nos extratos epicuticulares
com ambos extratores de frutos com 4 cm de diametro nas cultivares
resistente (Cv. Rica). (a) Perfil dos extratos epicuticulares com acetona
de frutos com 4cm da cv. Rica. (b) Perfil dos extratos epicuticulares
com acetona de frutos com 4cm da cv. Paluma. (c) Perfil dos extratos
epicuticulares com cloroférmio de frutos com 4cm da cv. Rica. (d) Perfil
dos extratos epicuticulares com cloroférmio de frutos com 4 cm da cv.
Rica. Legenda: (1) compostos alifaticos, (2) alcoois ligados ao radical
hidroxila, (3) alcenos, (4) aromaticos.
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Figura 3. Comparacao entre os perfis de *H-NMR dos extratos epicuticulares com
acetona e cloroférmio de frutos novos e adultos de goiaba cvs. Rica e
Paluma mostrando: 3A) Diferenca dos grupos quimicos em extratos
epicuticulares com acetona de frutos novos e adultos de goiaba da cv.
resistente (Rica) a ferrugem. 3B) Similaridade dos grupos em extratos
epicuticulares com cloroférmio de frutos novos e adultos de goiaba da
cv. susucetivel (Paluma) a ferrugem. 3A e 3B. Maior quantidade de
compostos alifaticos nos perfis dos extratos epicuticulares de frutos
adultos da cv. resistente (Rica) a ferrugem.(a) Perfil dos extratos
epicuticulares com acetona de frutos com 2 cm da cv. Rica. (b) Perfis
de extratos epicuticulares com acetona de frutos com 4cm da cv. Rica.
(C) Perfil do extrato epicuticulares com cloroférmio de frutos com 2cm
da cv Rica. (D) Perfil dos extratos epicuticulares com cloroférmio de
frutos com 4cm da cv Rica. Legenda: (1) compostos alifaticos, (2)
alcoois ligados ao radical hidroxila, (3) alcenos,(4)aromaticos.
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caracteristicas topograficas da superficie do hospedeiro, molhabilidade, a textura
fina e natureza das cuticulas, a estrutura das células-guarda e estdmatos e 0s
compostos quimicos presentes na cuticula (Wynn e Staples, 1981). Deste modo,
caracteristicas da superficie vegetal que ndo sdo reconhecidas pelo patdgeno,
seriam responsaveis por falhas no processo inicial de infec¢éo (pré-penetracao).
Estas caracteristicas sdo consideradas componentes da resisténcia horizontal,
pois as falhas resultantes da interacdo patdogeno-superficie hospedeira resultam
na reducdo da doenca. Todavia, novos estudos deverdo ser conduzidos para
caracterizar melhor os extratos obtidos a partir do solvente etanol, a partir de um
maior nimero de frutos de goiaba, para que se obtenham amostras de ceras em

quantidade suficiente para a analise quimica por RMN.

4.3. Efeito de diferentes suportes sobre germinacao de urediniosporos
de P. psidii.

Maior percentual de germinacdo de uredinioporos de P. psidii ocorreu
sobre filme de papel celofane utilizando-se como veiculo 6leo mineral, quando
comparado a filme de paleofane e agua como veiculo (Figura 4).

O grau de molhabilidade ou hidrofobicidade e sua relacdo com a adeséo e
germinacdo de esporos tem sido o fator mais estudado em varios fungos,
incluindo as ferrugens usando-se varias metodologias (Terhune e Hock,1993). A
adesdo do esporo a superficie do hospedeiro é uma estratégia essencial do
patdgeno ao estabelecimento da infeccdo, uma vez que o fungo e a planta
iniciardo uma troca intensa de sinais que promovera a fase de reconhecimento e,
consequentemente, a diferenciacdo das estruturas infectivas.

Sabe-se que ndo ha um mecanismo padrdo de adesdo de fungos a
plantas, embora se considere que o processo ocorra com maior facilidade em
superficies hidrofdbicas tanto artificiais como naturais. Apesar de hidrofébico, o
celofane possui molhabilidade (Kuo e Hoch,1996, citado em Thines et al., 2004)

suficiente para promover a germinacéo de urediniosporos de P. psidii.
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Figura 4. Germinacao de urediniosporos de Puccinica psidii suspensos em 6leo
mineral e em agua destilada, sobre filmes de papel celofane e filme de
paleofane.

4.4. Efeito de extratos epicuticulares de frutos de goiaba, em

diferentes solventes, na germinacao in vitro de ure  diniosporos de P. psidii.

De modo geral, todos os extratos testados inibiram a germinacao de
P. psidii em relacédo a testemunha, cuja germinacdo meédia foi em torno de 80%.

Os resultados da analise de variancia mostram que a germinacdo de
P. psidii sofreu efeitos significativos para diluicdo dos extratos, solvente, cultivares
e tamanho do fruto (Quadro 2).
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Quadro 2. Resultados da andlise de variancia da germinagdo in vitro de
urediniosporos de P. psidii., considerando os efeitos de
concentracdo dos extratos (Conc.), tipo de solvente (Solv.), tamanho
dos frutos (Tf) e cultivares (Cv.).

FV GL SQ QM F Nivel
Signif.
Conc. 1 3,366,74 3,366,749 12,88 ,00052
Solv. 4 4,679,30 1,169,825 44,780 ,00000
Tf 1 1,134,67 1,134,675 43,435 ,00000
Cv. 1  4,687,50 4,687,500 1,794 ,18350
Conc. x Solv. 4 7,203,33 1,800,834 ,689 ns
Tf x Solv. 4 4,726,36 1,181,591 45,231 ,00000
Cv. x Solv. 4  8,260,00 2,065,001 7,905 ,00001
Conc. x Cv. 1 1,875,00 1,875,000 ,072 Ns
Cv.x Tf 1 1,220,08 1,220,084 4,670 ,03312
Res. 98 2,560,11 2,612,362

ns — efeito ndo significativo a 0,05 de probabilidade.

O extrato etandlico foi o que mais diferencou ou evidenciou o efeito dos
cultivares sobre a germinacgéao in vitro dos urediniosporos de P. psidii, sendo que a
cv. Rica apresentou maior inibicdo de germinacdo que a cv. Paluma. O maximo
de inibicdo da germinagdo dos urediniosporos foi observado na presenca dos
extratos de metanol com percentual de 40,5% em frutos de 2 cm e 36% em frutos
de 4 cm, embora ndo se observou diferencas significativas relacionada as
cultivares testadas. Do mesmo modo, o0s demais extratos também néo
apresentaram diferenca significantiva no efeito sobre a germinacéo de P. psidii

entre as cultivares testadas ( Figura. 5).
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Figura 5. Efeito dos extratos epicuticulares obtidos com varios solventes puros ou
diluidos em 6leo mineral (1:10), a partir de frutos de 2 e 4 cm de
diametro e de duas variedades de goiaba (Rica e Paluma), sobre a
germinacao de urediniosporos de P. psidii (%). As barras indicam média
e desvio padréo da % de urediniosporos germinados. Abreviaturas: D —
Diclorometano, E — Etanol, M — Metanol, C — Cloroformio e A —
Acetona. ApOs evaporagdo dos solventes, o0s extratos foram
ressuspensos em Oleo mineral na proporcdo de 1mg/mL de Oleo
(extrato bruto) ou diluidos 1:10 em 6leo mineral (10™). As linhas sobre
as barras indicam o desvio padrdo da meédia de urediniosporos
germinados para cada tratamento.

Hipotetiza-se que os resultados obtidos estejam relacionados as diferencas
na natureza quimica dos solventes, método de extracao, idade da planta e tempo
de coleta, o que pode acarretar uma reagao de oxidagéo ou perda de compostos
biologicamente ativos em extratos vegetais (Dey e Harbone,1989; Waterman e
Mole, 1996). Ademais, novos estudos, com maior numero de frutos, deverdo ser
conduzidos visando caracterizar os compostos obtidos com o extrato etandlico,
pois este diferenciou as cultivares quanto ao efeito sobre a germinagao in vitro
dos urediniosporos de P. psidii.

Suzuki et al. (1998) avaliaram o efeito de extratos aquosos totais de folhas
de goiaba em meio de agar 2%, sobre a germinacéo de urediniosporos coletados
de frutos de goiaba veiculados em 6leo mineral. Observaram que o extrato de
folhnas de goiaba foi o Unico que ndo reduziu a germinagcdo em relacdo a
testemunha, utilizando-se urediniosporos obtidos de plantas de goiaba. No atual

trabalho, os extratos testados sdo de origem epicuticular sugerindo a presenca de
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compostos quimicos diferentes e especificos como, por exemplo: acidos graxos
de cadeias longas, aldeidos graxos, alcoois primarios e secundarios, cetonas e
ésteres. A proporcao destes compostos difere entre as espécies de plantas, entre
os diferentes tecidos de uma Unica planta e com a fenologia, em funcédo das
condi¢gbes ambientais (Poste-Beittenmiller, 1996).

Na comparagdo entre as cultivares, os extratos de frutos da cv. Rica
apresentaram maior efeito inibitorio sobre a germinacdo de urediniosporos em
relacdo aos da cv. Paluma. Tais resultados apoiam a afirmacdo de Rocabado
(2003) quanto a resisténcia da cv. Rica a ferrugem em relacdo a cv. Paluma.
Outra relagao a ser levantada sobre a resisténcia da cv. Rica a ferrugem seria a
maior quantidade de ceras, pois constatou-se maior peso seco dos extratos de
ceras epicuticulares por fruto obtidos da cv. Rica, como ja aventado por Rocabado
(2003).

Extratos epicuticulares diluidos (10?) dos frutos da cv. Rica,
independentemente do solvente testado, apresentaram maiores percentuais de
germinacao de urediniosporos em comparacao a cv. Paluma. Ha, entdo, que se
investigar a composicdo deste extrato para as diferentes cultivares. Resultados
semelhantes foram observados por Filho (2003), no efeito de extratos diluidos de
albedo de Citrus sinensis na germinacdo de Phyllosticta citricarpa in vitro. Ao
comparar o efeito dos extratos epicuticulares diluidos (10?) dos frutos da cv.
Paluma com o efeito dos extratos epicuticulares brutos (ndo diluidos) sobre a
germinacao de P. psidii, independente do solvente testado, ndo se observou

diferenca quantitativa na germinagao in vitro de P. psidii (Quadro 3).
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Quadro 3. Efeito dos extratos epicuticulares obtidos com varios solventes a partir
de frutos de 2 e 4 cm de diametro e de duas cultivares de goiaba (Rica
e Paluma) sobre a germinacao de urediniosporos de P. psidii (%).

Frutos das cultivares em diferentes diametros

Extratores Paluma Rica

2cm 4cm 2cm 4cm
Diclorometano 33,3Ba 36,3Aa 42,8Aa 36,5Ab
Etanol 23,8Ab 60,5Aa 26,2Ab 49,8Ba
Metanol 21,3Aa 22,0Aa 20,2Ab 26,3Aa
Cloroférmio 40,3Aa 32,3Ab 39,5Aa 36,2Aa
Acetona 32,5Ab 47,0Aa 26,5Ba 27,0Ba
Testemunha 82

As letras diferentes indicam diferenca significativa pelo teste de Tukey
(P>0,05). As letras maiusculas informam o efeito dos extratos com relacao aos
cultivares sobre a germinacdo de P. psidii. As letras minusculas informam o
efeito do extrato com relacdo ao tamanho do fruto de goiaba sobre a
germinacao de P. psidii.

Constituintes  ativos das ceras epicuticulares, influenciam o
desenvolvimento de fungos fitopatogénicos (Flaishman, 1995). Segundo
Kalattukudy et al. (1995), compostos epicuticulares e seus derivados devem
constituir nos principais e primeiros sinalizadores da interagdo entre plantas e
seus patdégenos.

Por ser um trabalho inédito voltado a resisténcia em frutos de goiaba a P.
psidii, sdo sugeridos novos estudos no intuito de se isolar os compostos
epicuticulares que afetem diferencialmente a germinacao dos esporos de P. psidii,
visando elucidar mecanismos de resisténcia na fase de pré-penetracdo. Com
base nos resultados obtidos neste trabalho, acredita-se que a partir do extrato
etandlico poderdo ser avaliadas sub-fracdes deste extrato quanto a presenca de
compostos que possam inibir diferencialmente a germinacéo dos urediniosporos e
que estejam presentes em maior quantidade nos extratos obtidos a partir de frutos
da cultivar Rica, em relacdo a cultivar Paluma. Apesar de, neste trabalho, os
extratos epicuticulares apresentarem similaridade qualitativa na sua composi¢cao

entre as cvs., € possivel que o efeito inibitério dos extratos da cv. Rica na
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germinacdo dos urediniosporos possa estar também associado a quantidade e
proporcao relativa de compostos quimicos, os quais podem atuar de forma
isolada ou conjunta. Outro fato ja mencionado nos resultados obtidos que pode
apoiar essa suposicao, € a evidéncia de diferencas quantitativas entre o peso
seco dos extratos epicuticulares dos frutos da cv. Rica e da cv. Paluma. Evidéncia
também citada por Rocabado (2003), ao observar por MEV, maior quantidade de
ceras na superficie de frutos da cv. Rica e relaciona-la com a menor germinacao
de P. psidii em frutos desta variedade. Comprovado o envolvimento de compostos
epicuticulares na resisténcia de pré-penetracdo a P. psidii em frutos de goiaba, a
andalise quantitativa ou qualitativa de extratos de frutos de diferentes cultivares e
materiais genéticos podera servir de suporte ao melhoramento, visando a
resisténcia a ferrugem. Pelo fato de ser este um mecanismo associado a fatores
estruturais e quimicos na fase de pré-penetracdo, € possivel que este tipo de
resisténcia seja mais duravel, ndo exercendo, portanto, pressao de selecao, o que
condicionaria o aparecimento de racas mais virulentas, como em interacdes pos-
infeccionais, muitas das quais séo do tipo raca-especificas.

Ha necessidade, ainda, de estudos envolvendo uma gama maior de
materiais genéticos que possam servir como fontes de resisténcia a ferrugem em
frutos de goiaba, tanto em nivel intra-especifico quando em nivel interespecifico.
Estudando a interacdo P. psidii clones de Eucalyptus spp., Xavier (1997)
observou a ocorréncia de interacdo diferencial entre clones e isolados (bi6tipos)
de P. psidii e a analise histoldgica de reacdes de resisténcia revelou a ocorréncia
de outros mecanismos de resisténcia neste patossistema, tais como reacdo de
hipersensibilidade, fendmeno este ainda ndo observado em frutos nem tao pouco
em folhas de genoétipos de goiabeira. Ndo se pode, portanto, descartar a
possibilidade de mecanismos em poOs-penetracdo atuarem na resisténcia de frutos

de goiaba a ferrugem.
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5. RESUMOS E CONCLUSOES

Estudaram-se os efeitos de extratos epicuticulares de frutos de goiabeira
sobre eventos de pré-penetracdo por P. psidii in vitro, com 0s objetivos de
associar a composicao das ceras a resisténcia pré-formada a ferrugem em frutos
de cultivar resistente e de caracterizar quimicamente a composi¢do das ceras
epicuticulares, testando extratos obtidos com diferentes solventes organicos sobre
a germinacao in vitro de urediniosporos de P. psidii.

Para testar qual melhor suporte fisico para a germinacao de urediniosporos
de P. psidii foram testados filmes de papel celofane e paleofane embebidos em
agua esterilizada. O filme de papel celofane foi o melhor suporte fisico,
favorecendo a germinacéo in vitro de urediniosporos de P. psidii veiculados em
Oleo mineral.

A suspensdao dos esporos em 6leo mineral apresentou maiores percentuais
de germinacao que a suspensdo dos esporos em agua.

Ao avaliar a quantidade de ceras epicuticulares extraidas da superficie de
frutos de diferentes tamanhos, observou-se que a cultivar Rica apresentou maior
peso seco de extrato comparado a cultivar Paluma, independente do solvente
utilizado.

A acetona foi 0 solvente que mais extraiu ceras epicuticulares da superficie
de frutos de goiaba (Psidium guajava) seguido do metanol, etanol, diclorometano

e cloroférmio.
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Todos os extratos obtidos da superficie de frutos de ambas cultivares
reduziram a germinacdo “in vitro” de P. psidii, indicando a presenca de algum
principio ativo responsavel por essa atividade. No entanto, extratos epicuticulares
de frutos da cultivar Rica apresentaram maior efeito inibitorio na germinacao de
P. psidii, que os extratos de frutos da cultivar Paluma, quando se utilizou extrato
etandlico.

O extrato etandlico possibilitou diferenciar os cultivares no ensaio de
germinacao in vitro, sugerindo andlises posteriores que possibilitem a purificagdo
de suas fracles, caracterizando quais substancias quimicas estdo contidas na
sua composigao.

Os perfis caracteristicos da composi¢ao quimica dos extratos epicuticulares
testados no atual trabalho, obtidos pela extracdo em acetona e cloroférmio,
indicam similaridade na constituicdo quimica dos frutos da cv. Rica e da
cv. Paluma, tendo como principais grupos compostos alifaticos, alcanos, alcenos

e compostos aromaticos.
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