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RESUMO

Avaliacéo de agentes bioticos e abioticos na inducéo de resisténcia e no controle pds-colheita
da antracnose (Colletotrichum gloeosporioides) em mamao (Carica papaya)

Este trabalho teve como principais objetivos avaliar os efeitos dos agentes bioticos
(Saccharomyces cerevisiae, Bacillus thuringiensis, Lentinula edodes e Agaricus blazei), e
abioticos (UV-C, irradiacdo gama, acibenzolar-S-metil, quitosana, &cidos acético e salicilico) na
protecdo de mamdes contra C. gloeosporioides, bem como estudar os mecanismos bioquimicos de
resisténcia ativados no tecido vegetal, em resposta ao tratamento com os agentes de maior
eficiéncia, além de investigar os efeitos destes sobre o desenvolvimento in vitro do fungo. Para
tanto, mamdes cv. Golden foram inoculados com C. gloeosporioides através de injecdo
subcuticular de 15 pL da suspensdo de esporos €, apds 10 h, tratados com os diferentes agentes
bioticos e abidticos. Para avaliar a possibilidade de indugéo de resisténcia pelos agentes, mamdes
foram também inoculados apos 24, 48 e 72 h dos tratamentos. Os frutos foram armazenados a 25
°C / 80 %UR por 7 dias e, avaliados diariamente quanto a incidéncia e severidade da podridao. Ao
final do periodo de armazenamento, efetuou-se a avaliacdo dos parametros fisico-quimicos (cor de
casca e de polpa, firmeza, solidos sollveis, pH e acidez total). Quando de interesse, as atividades
de peroxidase, (-1,3-glucanase e quitinase foram também investigadas. In vitro, avaliou-se o
crescimento micelial, a germinacdo de conidios e a esporulacdo do fungo em resposta aos
diferentes tratamentos. Os resultados mostraram que a irradiacdo gama (0,75 e 1 kGy) reduziu a
incidéncia e a severidade da antracnose. Ndo houve efeito da UV-C no controle da podriddo e
todas as doses testadas causaram danos na casca dos frutos. O acibenzolar-S-metil reduziu em
mais de 50 % a incidéncia e a severidade da podridao, aléem de induzir a maior atividade das
enzimas peroxidase, quitinase e B-1,3-glucanase, e ndo alterar as caracteristicas fisico-quimicas
dos frutos. O 4cido acético, a 2,5 pL L™, reduziu a severidade e a incidéncia das lesdes nos frutos.
A quitosana (1, 2 e 4 %) reduziu significativamente a severidade da antracnose, e a 4 % foi
também eficiente em reduzir a incidéncia da podriddo. Concentragdes acima de 0,25 %
suprimiram a esporulacédo de C. gloeosporioides nas lesdes. No entanto, os frutos tratados com 2 e
4 % de quitosana ndo amadureceram normalmente, permanecendo com a coloragéo da casca verde
até o final do periodo de armazenamento. S. cerevisiae (20 mg mL™) e B. thuringiensis (7,5 mg
mL™), aplicadas 24 h antes da inoculagdo do patdgeno, reduziram a incidéncia da antrachose nos
frutos, mas ndo o acimulo de proteinas relacionadas a patogénese. Os cogumelos (A. blazei e L.
edodes) e o &cido salicilico ndo foram eficientes em reduzir a incidéncia e a severidade da
antracnose. In vitro, a irradiacdo gama, a UV-C, os acidos acético e salicilico, a quitosana, S.
cerevisiae e L. edodes inibiram o crescimento micelial do fungo. A germinacdo de conidios foi
reduzida pelas irradiacfes gama e UV-C, pelos acidos acético e salicilico e pela quitosana. Esses
resultados demonstram a possibilidade dos agentes estudados serem utilizados no manejo da
antracnose, bem como na reducdo da utilizacdo ou da dosagem de fungicidas empregados no
controle da doenca.

Palavras-chave: controle alternativo, controle fisico, controle biol6gico, compostos naturais.



13

ABSTRACT

Evaluation of biotic and abiotic agents on the resistance induction and on the postharvest
control of anthracnose (Colletotrichum gloeosporioides) in papaya fruits (Carica papaya)

This work had as main objectives evaluate the effect of biotic and abiotic agents
(Saccharomyces cerevisiae, Bacillus thuringiensis, Lentinula edodes and Agaricus blazei), and
abiotic (UV-C, gamma irradiation, acibenzolar-S-methyl, chitosan, acetic and salicylic acids) on
the protection of papaya fruits against C. gloeosporioides, and study the biochemical mechanisms
of resistance activated in the tissues in response to the treatment with the agents exhibiting better
efficiency. The effects of the agents on the in vitro development of the fungus were also
investigated. For this, papaya fruits cv. Golden were inoculated with C. gloeosporioides through
subcuticular injection of 15 uL of the spore suspension and after 10 h treated with the different
biotic and abiotic agents. To evaluate the possibility of resistance induction by the different
agents, fruits were also inoculated 24, 48 and 72 h after treatments. The fruits were stored at 25 °C
/ 80 %RH for 7 days and evaluated daily for the incidence and severity of the anthracnose. At the
end of the storage period, the evaluation of the physical-chemical parameters (skin and flesh
color, firmness, total soluble solids, pH and tritatable acidity) was carried out. The peroxidase, 3-
1,3-glucanase and chitinase activities were also investigated when need. In vitro, mycelial growth,
conidium germination and sporulation of the fungus in response to the different treatments were
also evaluated. The results showed that the gamma irradiation (0.75 and 1 kGy) reduced the
anthracnose incidence and severity. The UV-C did not have effect on the control of the rot and all
the doses caused damages in the skin of the fruits. The acibenzolar-S-methyl reduced in more than
50 % anthracnose incidence and severity, and induced the highest activity of peroxidase, chitinase
and (-1,3-glucanase, and did not modify the physical-chemical characteristics of the fruits. The
acetic acid at 2.5 pL L™ reduced rot severity and incidence. The chitosan (1, 2 and 4 %)
significantly reduced the rot severity, and at 4 % was also efficient in reducing anthracnose
incidence. Chitosan concentrations above 0.25 % suppressed the sporulation of C. gloeosporioides
in the lesions. However, the fruits treated with chitosan at 2 and 4 % did not ripen normally,
remaining with green skin until the end of the storage period. S. cerevisiae (20 mg mL™) and B.
thuringiensis (7.5 mg mL™), applied 24 h before the pathogen inoculation, reduced anthracnose
incidence, but did not change the activities of pathogenesis related proteins. The mushrooms (A.
blazei and L. edodes) and the salicylic acid were not efficient in reducing the incidence and the
severity of anthracnose. In vitro, gamma irradiation, UV-C, acetic and salicylic acids, chitosan, S.
cerevisiae and L. edodes inhibited the mycelial growth. The conidium germination was reduced
by gamma and UV-C irradiation, acetic and salicylic acids and chitosan. These results show that
these agents can be utilized for anthracnose management, and on the reduction in the use or
dosage of fungicides utilized on the anthracnose control.

Keywords: alternative control, physical control, biological control, natural compounds.
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1 INTRODUCAO

A espécie Carica papaya L., pertencente a familia Caricaceae, € 0 mamoeiro mais
cultivado em todo o mundo. A introducéo do papaia levou a expansdo da cultura no Brasil, sendo
que essa variedade teve rapida aceitagdo pelos consumidores e, por apresentar caracteristicas que
se adaptam melhor as exigéncias do mercado internacional, abriu novo e importante mercado
externo para o pais. No Brasil, 0 mamoeiro € cultivado na quase totalidade do seu territorio. Até
1983, os estados do Para e de Séo Paulo eram os principais produtores, com participacéo de 53,2
% da produgdo nacional. Porém, a ocorréncia do virus do mosaico do mamoeiro, na regido de
Monte Alto / SP, praticamente dizimou a cultura, que migrou para outras regides do pais, com
consequente redugdo da producdo paulista e brasileira. Atualmente, merecem destaque as regides
Nordeste e Sudeste, que participaram, em 1996, com cerca de 65 % e 25 % da producdo,
respectivamente (MARIN, 2004; TRINDADE, 2000).

O Brasil é o primeiro produtor mundial de maméo, tendo participado, em 2002, com
25 % na producdo mundial. Juntamente com o México e Malésia, o Brasil se encontra entre 0s
principais paises exportadores deste fruto, principalmente para o mercado europeu. No ano de
2003, o volume exportado atingiu 39.492 t, com um valor de US$ 29.214 milhGes (FNP, 2005).
Entretanto, o mercado interno absorve mais de 98 % do volume produzido.

Trata-se de uma cultura com carater eminentemente social, pois absorve um elevado
contingente de méo-de-obra em praticamente todas as suas operacfes. Convém salientar que o
Brasil tem enfrentado barreiras no mercado internacional, provocadas por tarifas impostas aos
produtos e por restri¢des fitossanitarias existentes nos principais mercados importadores.

Um dos fatores que afetam a qualidade do mamao é a ocorréncia de podriddes, dentre
as quais destaca-se a antracnose, causada por Colletotrichum gloeosporioides, sendo considerada
a principal doenca dos frutos no Brasil, Havai, e outras regides produtoras. Outros prejuizos sdo
causados por Phoma caricae-papayae, Rhizopus stolonifer, Alternaria alternata, Lasiodiplodia
theobromae e Fusarium oxysporum (BENATO; CIA; SOUZA, 2001; SNOWDON, 1990). Nas
regides Norte Litoranea do Espirito Santo e Sul da Bahia, a elevada incidéncia da antracnose, nos
meses mais quentes e umidos do ano (outubro a margo), tem limitado a comercializagdo dos
frutos, tanto para o mercado interno, quanto para exportacdo (MARIN, 2004), sendo que esta

época coincide com a maior producdo de frutos.
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Medidas de controle visando a reducéo da incidéncia da antracnose em frutos devem
ser iniciadas em campo, sendo considerada como efetiva, pulverizagcdes periddicas a partir de 6 a
8 meses apos o plantio, com intervalos de 7 a 14 dias em periodos chuvosos e de 14 a 30 dias em
periodos secos (ALVAREZ; NISHIJIMA, 1987; TATAGIBA et al., 2002). Além do manejo da
doenca efetuado em campo através da aplicagdo de fungicidas registrados para a cultura, torna-se
indispenséavel o tratamento dos frutos em poés-colheita. O tratamento térmico é comercialmente
empregado em maméo, a 49 °C por 20 min, visando o controle, principalmente, da antracnose e
da podriddo peduncular. Além disso, é uma exigéncia quarentendria para o controle de mosca-das-
frutas por alguns paises importadores (BENATO, 2001). Neste caso, recomenda-se o tratamento
denominado “double-dip”, que consiste na imerséo inicial dos frutos a 42 °C por 30 min, seguido
de outra imersdo a 49 °C por 20 min (ALVAREZ; NISHIJIMA, 1987). No entanto, estes
tratamentos tornam-se mais eficientes quando seguidos pela aplicacdo de um fungicida, como o
tiabendazol.

Os problemas devido as doencas tém sido maximizados pelo desenvolvimento de
patdgenos resistentes a fungicidas e pela retirada de alguns produtos do mercado. Além disso,
nota-se uma busca crescente pelos consumidores por frutos livres de residuos quimicos.
Consequentemente, ha um considerdvel interesse em estratégias alternativas de controle, como o
uso de antagonistas, compostos naturais e tratamentos fisicos, que possuam mecanismos que
promovam a inducdo de resisténcia nos tecidos vegetais a patdgenos, que possam complementar
ou substituir o uso de fungicidas e prolongar o periodo de armazenamento dos frutos.

Durante o desenvolvimento dos frutos e apds sua colheita, a resisténcia natural a
doencas geralmente declina resultando nos inevitaveis processos de infec¢do e doenga. Em frutos,
as doencas pos-colheita causadas por fungos usualmente s@o provenientes de infeccdes
quiescentes, estabelecidas no campo, ou de infeccbes por ferimentos, originados durante
subsequiente colheita e manuseio. O declinio da resisténcia natural dos frutos pode ativar infecgdes
quiescentes e 0 aumento da incidéncia e/ou severidade da doenca. O aumento da protecéo de
tecidos da planta hospedeira durante os periodos de suscetibilidade através da resisténcia induzida
ou adquirida, onde mecanismos de resisténcia sdo ativados, € considerada uma estratégia

preferencial para os programas de manejo integrado.
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Frente ao exposto, um dos resultados desta recente tecnologia devera envolver a
diminuigéo do uso de defensivos, o que vem de encontro com a preocupagdo mundial no tocante a
seguranca alimentar e preservacdo do meio ambiente.

Desta forma, esta tese teve por principais objetivos avaliar os efeitos dos agentes
bioticos, Saccharomyces cerevisiae, Bacillus thuringiensis, Lentinula edodes e Agaricus blazei, e
abidticos, UV-C, irradiacdo gama, quitosana, acibenzolar-S-metil, &cido salicilico e &cido acético,
possiveis indutores de resisténcia em frutos de mamoeiro, na protecdo de mamdes contra C.
gloeosporioides, sob armazenamento ambiente e refrigerado, bem como estudar os mecanismos
bioguimicos de resisténcia ativados no tecido vegetal (3-1,3-glucanase, quitinase e peroxidase),

em resposta ao tratamento com os agentes de maior eficiéncia.
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2 EFEITO DAS IRRADIACOES GAMA E UV-C NO CONTROLE POS-COLHEITA DA
ANTRACNOSE EM MAMAO

Resumo

A antracnose destaca-se como a principal doenca de pos-colheita dos frutos do
mamoeiro. Atualmente, ha um considerdvel interesse em estratégias alternativas de controle,
como 0 uso de tratamentos fisicos, que possuam mecanismos que promovam a indugdo de
resisténcia nos tecidos vegetais a patdgenos, que possam complementar ou substituir o uso de
fungicidas e prolongar o periodo de armazenamento dos frutos. O objetivo deste trabalho foi
avaliar os efeitos das irradiagdes gama e UV-C no controle in vivo e in vitro de Colletotrichum
gloeosporioides, agente causal da antracnose em mamé&o. No ensaio in vitro, avaliou-se o
crescimento micelial, a esporulacdo e a germinacdo de conidios apo6s a exposi¢cdo do fungo, em
placas de poliestireno, a diferentes doses de irradiagdo. No ensaio in vivo, mamdes cv. Golden
foram inoculados, através de injegcdo subcuticular, com suspensdo de conidios e, submetidos a
diferentes doses de irradiacdo gama, utilizando como fonte o Co® (0; 0,12; 0,25; 0,5; 0,75 e 1
kGy) ou UV-C (0; 0,2; 0,4; 0,84; 1,3 e 2,4 k] m™). Para avaliacdo da possibilidade de inducdo de
resisténcia pelas irradiacdes, mamdes foram também inoculados apds 24, 48 e 72 h dos
tratamentos. Os frutos foram armazenados a 25 °C / 80 %UR por 7 dias e, avaliados diariamente
quanto a incidéncia e a severidade da podriddo. As doses de 0,75 e 1 kGy inibiram a germinagéo
de conidios e exerceram efeito significativo de inibicdo do crescimento micelial. Todas as doses
de irradiacdo induziram a maior esporulacdo do fungo. As doses de 0,75 e 1 kGy reduziram
significativamente a incidéncia e a severidade da antracnose, mas ndo houve influéncia da mesma
(1 kGy) quando os frutos foram inoculados apos diferentes intervalos de tempo do tratamento.
Todas as doses de UV-C inibiram a germinago dos conidios e, as = 0,84 kJ m™ exerceram efeito
significativo de inibicdo do crescimento micelial. As doses de 0,4; 0,84 e 1,3 ki m™ reduziram a

esporulagdo do fungo in vitro
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residuos nos frutos, pode reduzir a utilizacdo ou a dosagem de fungicidas empregados no controle

da doenca.

Abstract

The anthracnose is the main postharvest disease in papaya fruits. Today, there is
considerable interest on alternative methods of control, as for example, physical treatments that
promote the resistance against pathogens and complement or substitute the use of fungicides. The
goal of this work was to evaluate the effects of gamma and UV-C irradiations on Colletotrichum
gloeosporioides, the causal agent of anthracnose. It was evaluated mycelial growth, sporulation
and conidium germination in vitro after fungal exposition to different irradiation doses. In the in
vivo assays, papaya fruits cv. Golden were inoculated through subcuticular injections of the
conidium suspension. After that, fruits were submitted to different irradiation doses, using Co® as
source (0, 0.12, 0.25, 0.5, 0.75 and 1 kGy) or UV-C (0, 0.2, 0.4, 0.84, 1.3 and 2.4 kJ m™). For
evaluation of the possibility of resistance induction by irradiation, papayas were also inoculated
24, 48 or 72 h after the treatments. The fruits were stored at 25 °C / 80 %RH for 7 days and
evaluated for incidence and rot severity. The results showed that the 0.75 and 1 kGy irradiation
doses inhibited in vitro conidium germination and mycelial growth. All doses increased fungal
sporulation. The 0.75 and 1 kGy doses reduced the incidence and severity of the anthracnose, but
did not reduce them when the fruits were inoculated after gamma irradiation. All UV-C doses
inhibited conidium germination and those greater than 0.84 kJ m™ inhibited mycelial growth. The
0.4, 0.84 and 1.3 kJ m? UV-C doses reduced in vitro fungal sporulation. There was no effect of
the doses and time intervals between UV-C treatment and inoculation on control of anthracnose
and fungal sporulation in fruit lesions. Moreover, all the UV-C doses caused scald on the fruits.
Thus, gamma irradiation can contribute for the reduction of postharvest losses caused by
anthracnose. Furthermore, gamma irradiation does not leave residues in the fruits and can

contribute to reduce the use or doses of fungicides on disease control.

2.1 Introducéo

O Brasil é o primeiro produtor mundial de mamao encontrando-se entre os principais
paises exportadores deste fruto, principalmente para 0 mercado europeu. No ano de 2003, o
volume exportado atingiu 39.492 t, com um valor de US$ 29.214 milhdes (FNP, 2005). No
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entanto, grande parte do total produzido é perdido devido a incidéncia de doengas, distarbios
fisiologicos e/ou danos mecanicos.

Os frutos de mamoeiro sdo altamente pereciveis apds a colheita, podendo ser
conservados por até 3 semanas sob condi¢des adequadas de armazenamento (10 °C / 90-95 %UR)
(KADER, 1992). Um dos fatores que afetam a qualidade pds-colheita do mamao € a ocorréncia de
podriddes, dentre as quais destaca-se a antracnose, causada por C. gloeosporioides, sendo
considerada a principal doenga dos frutos no Brasil e outros paises.

Visando o controle de podriddes pos-colheita, principalmente, da antracnose e da
podriddo peduncular, emprega-se, comercialmente, o tratamento térmico, a 49 °C por 20 min.
Além disso, é uma exigéncia quarentenaria para controle de mosca-das-frutas por alguns paises
importadores (BENATO, 2001). No entanto, estes tratamentos tornam-se mais eficientes quando
seguidos pela aplicagdo de um fungicida, como o tiabendazol. Segundo Paull et al. (1997), o
tratamento térmico pode reduzir, mas raramente eliminar as infeccdes uma vez que as mesmas
estejam estabelecidas. Atualmente, nota-se um grande interesse por estratégias alternativas de
controle de doencas de pds-colheita, como os tratamentos fisicos, visando a reducdo da utilizacéo
de defensivos agricolas.

Entre os tratamentos fisicos que podem ser utilizados para o controle de podriddes em
pos-colheita, destacam-se as irradiacdes gama e ultravioleta (UV-C, 254 nm), que além de
exercerem efeito fungicida, podem induzir respostas de resisténcia em frutos (WILSON et al.,
1994). Sob tal aspecto, Lu et al. (1993), combinando irradiacdo gama e UV-C no tratamento de
péssegos, observaram que as irradiacOes, isoladamente, reduziram a incidéncia de podriddes nos
frutos, mas ndo houve vantagens do uso combinado das mesmas no controle de podriddes. O
atraso do amadurecimento e da resisténcia a deterioragdo foi, provavelmente, induzido como
resultado do estresse imposto sobre o hospedeiro pela baixa dose de UV-C ou irradiagdo gama,
que pode ter resultado no efeito hormético, ou seja, um estimulo para respostas benéficas do fruto
através de baixas doses de um agente que cause estresse.

Em trabalho com pomelos, Droby et al. (1993) afirmaram que o efeito da UV-C em
reduzir o mofo verde é mediado através de respostas do hospedeiro, mais do que pela acéo
germicida da irradiagdo. Posteriormente, demonstrou-se que o aumento da resisténcia de pomelos
contra o desenvolvimento de Penicillium digitatum foi atribuido a inducgdo de quitinase e (-1,3-

glucanase na casca dos frutos (PORAT et al., 1999).
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Vérias pesquisas vém sendo desenvolvidas, em ambito mundial, sobre o uso de
irradiacdo gama, inclusive para conservacdo de maméo (CHITARRA; CHITARRA, 1990). Os
mesmos autores relatam que o mamdo parece ser o fruto onde o uso da irradiacdo é bastante
promissor, sendo que baixas doses, entre 0,15 e 0,3 kGy, ja exercem efeito inseticida sobre a
mosca da fruta, constatando-se ainda que o periodo de conservacdo dos frutos pode ser aumentado
quando se faz a associagdo com o tratamento térmico para o controle de doencas.

A irradiacdo gama tem também a vantagem de penetrar uniformemente no tecido
vegetal, atuando em qualquer etapa de desenvolvimento das larvas de moscas, como a Anastrepha
sp., além de ndo deixar residuos nos frutos. Para que a irradiagdo tenha sucesso, é necessario
adequar a dose aplicada a cada fruto, de modo a evitar reacdes indesejaveis, como amolecimento
indiscriminado e/ou escurecimento de casca. Deve-se levar em consideracgdo o cultivar, o tamanho
e 0 estadio de amadurecimento dos frutos, uma vez que a eficacia do tratamento pode variar com
estas caracteristicas (IADEROZA; BLEINROTH; AZUMA, 1988). As doses para desinfestacédo e
aumento da vida atil do mamé&o variam entre 0,5 e 1 kGy, tendo em 0,75 kGy a dose mais
adequada, que deve ser aplicada quando o fruto atinge, no maximo, 30 % de amarelecimento da
casca (PAULL, 1994).

Frente ao exposto, 0s objetivos deste trabalho foram avaliar os efeitos das irradiacfes
gama e UV-C no controle in vivo e in vitro de C. gloeosporioides e investigar a possibilidade

destes agentes fisicos de controle induzirem respostas de resisténcia nos frutos.

2.2 Desenvolvimento
2.2.1 Revisdo Bibliografica

A irradiacdo gama é uma alternativa de controle, tendo como principal interesse a
reducdo dos danos causados por patdgenos e pragas, atuando como fungicida ou inseticida, sem
que haja contaminacio no alimento e/ou ambiente. E também utilizada como método para
aumentar o periodo de conservacdo e atrasar a brotagdo de alguns produtos vegetais. Mesmo seu
efeito sendo apenas momentaneo, ndo tendo poder residual, hd sérias restricbes do uso da
irradiacdo por parte dos consumidores. Contudo, véarias pesquisas vém sendo desenvolvidas, em
ambito mundial, sobre o uso de irradiacdo, inclusive para conservacdo de mamao (CHITARRA,;
CHITARRA, 1990). Além de exercer efeito fungicida e inseticida, a irradiagdo gama pode induzir

respostas de resisténcia em frutos (WILSON et al., 1994).
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A irradiacdo gama é capaz de penetrar frutos e destruir patégenos em lesdes
estabelecidas no tecido hospedeiro. Entretanto, o maior empecilho para o uso da irradiagdo como
tratamento pos-colheita de frutos é o alto custo para a implantagdo do sistema. Apesar do uso da
irradiacdo em alimentos ser permitido desde 1970 por entidades como a FAO (Food and
Agriculture Organization) ha ainda, na grande maioria dos paises, restricdo por parte dos
consumidores com relacdo aos alimentos irradiados (GOMEZ; LAJOLO; CORDENUNSI, 1999).

Paull (1994) recomenda a dose de 0,75 kGy para a irradiacdo de mamdes, que deve
ser aplicada quando o fruto atinge, no maximo, 30 % de amarelecimento da casca. Nesta fase, a
aplicacdo de 0,5 kGy é capaz de reter a firmeza de mamdes por 2 a 3 dias, prolongando o periodo
de conservacao do fruto (ZHAO; MOY; PAULL, 1996). No entanto, Pimentel e Walder (2004)
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Apesar dos efeitos positivos da irradiagdo gama, alguns trabalhos mostram que este
tratamento pode prejudicar a qualidade dos frutos e
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Luckey, 1980 apud Shama e Alderson (2005), propds um mecanismo para a hormese, no qual
baixas doses de UV podem causar danos reparaveis ao DNA e que este pequeno trauma ativaria
mecanismos de reparo para este dano induzido pela radiacdo. Isto sugere que radiagdes sub-letais
de um agente / eliciador, como um indutor quimico ou um estresse fisico, podem estimular
processos Vitais no interior das células e criar uma mudanca positiva na homeostase de uma
planta. A inativacdo direta de fungos também pode ocorrer pela exposi¢cdo a UV-C. No entanto, a
inativacdo pode ser limitada pela superficie do fruto, j& que a UV tem poder de penetracdo
extremamente limitado em s6lidos (GARDNER; SHAMA, 2000). Assim, a reducdo de podriddes
pela UV-C pode ser devido ao efeito germicida e/ou a inducdo de resisténcia a patdogenos
(STEVENS et al., 1998). Os mesmos autores verificaram efeito hormético de baixa dose de UV-C
(7,5 kI m?), promovendo a resisténcia nos frutos e controlando a infeccdo quiescente de
Monilinia fructicola em péssegos.

Adrian et al. (2000) mostraram que a infeccdo por Botrytis cinerea pode induzir a
formacdo da fitoalexina resveratrol e que a irradiacdo UV-C aumentou a concentracdo deste
composto em todas as variedades de uva estudadas. Entretanto, quando as uvas ja estavam
infectadas com B. cinerea, a inducdo de resveratrol foi suprimida. Os autores concluiram que o
estilbeno foi metabolizado pelo fungo ou que a elicitacdo pela UV é menos eficiente em uvas
“pre-induzidas”, ou seja, em frutos que ja foram submetidos ao estresse pela infeccdo fungica.
Mercier et al. (2001) afirmaram que a aplicacdo de UV-C a 0,88 kJ m™ reduziu significativamente
o desenvolvimento de B. cinerea em pimentdes. Além de exercer efeito na inducdo de resisténcia
para podriddes de pos-colheita, a UV-C pode prolongar o periodo de armazenamento dos frutos
através do atraso do amadurecimento. As podriddes de Alternaria alternata, B. cinerea e Rhizopus
stolonifer em tomates foram efetivamente reduzidas pelas doses de 3,6 a 7,5 ki m?, além dos
frutos permanecerem mais firmes do que a testemunha n&o irradiada (LIU et al., 1993). De forma
semelhante, Lu et al. (1991) relataram que a porcentagem de podriddes em péssegos e macas
diminuiu com o aumento das doses de UV-C de 0,84 a 40 erg mm™, além de mostrarem-se
efetivas em atrasar o amadurecimento dos frutos.

Apesar dos efeitos positivos promovidos pela UV-C, alguns efeitos ndo desejaveis
podem ocorrer, incluindo a descoloragdo da casca em tomates (LIU et al., 1993), escurecimento

em morangos (MARQUENIE et al., 2002), aumento da suscetibilidade de péssegos a mancha
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parda (STEVENS et al.,, 1998) e aceleragdo do amadurecimento e senescéncia em mangas
(GONZALES-AGUILAR et al., 2001).

2.2.2 Material e Métodos
Efeito da irradiagéo gama no controle de C. gloeosporioides in vivo

Mamdes cv. Golden, provenientes de Linhares / ES, foram transportados, em
caminhdo refrigerado ( 10 °C), ao GEPC / ITAL, Campinas / SP, onde foram selecionados
quanto a tamanho, coloracao e auséncia de defeitos. Em seguida, os frutos foram inoculados com
0 auxilio de uma seringa de cromatografia, em dois pontos opostos, na regido equatorial, com 15
uL da suspenséo conidial de C. gloeosporioides (8x10° conidios mL™), segundo metodologia de
Gupta e Pathak (1990), com modificacBes. A suspensdo de conidios foi obtida conforme
metodologia descrita no ensaio in vitro. Ap6s 10 h da inoculacdo, os frutos foram levados a
Companhia Brasileira de Esterilizacdo (CBE), localizada no municipio de Jarina / SP, onde foram
expostos a diferentes doses de irradiagdo gama, utilizando como fonte o Cobalto® (0,12; 0,25;
0,5; 0,75 e 1 kGy), a uma taxa de 0,13 kGy h™. O delineamento experimental foi o inteiramente
casualizado, com 5 repeti¢cdes contendo 4 frutos como unidade experimental. Para se avaliar a
possibilidade de inducdo de resisténcia pela irradiacdo gama, mamoes foram também inoculados
ap6s 24, 48 e 72 h do tratamento com a dose de 1 kGy, a uma taxa de 0,5 kGy h™. Apds serem
irradiados, os frutos foram mantidos sob condigdo ambiente (25 + 1 °C / 80 + 5 %UR) até que
fossem inoculados, sendo também mantidos nestas condi¢bes durante o periodo de
armazenamento. Os frutos testemunha ndo foram expostos a irradiacdo. Neste caso, adotou-se 0
delineamento experimental inteiramente casualizado, em arranjo fatorial 2 x 3, com 5 repeti¢des

contendo 4 frutos como unidade experimental.

Efeito da irradiacdo UV-C no controle de C. gloeosporioides in vivo
Mamdes cv. Golden foram inoculados através da deposi¢do de um disco de micélio,
obtido de coldnias de C. gloeosporioides com 7 dias de cultivo, em ferimento de 3 mm de
didametro por 3 mm de profundidade, efetuado em dois pontos opostos na regido equatorial dos
frutos, com auxilio de um furador metélico (GUPTA; PATHAK, 1990). Apos 10 h da inoculagéo,
os frutos foram submetidos as diferentes doses de UV-C. Para tanto, utilizou-se lampada
germicida de 30 W (2,5 x 88 cm, produzida pela Yaming Lighting, China), com pico de
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comprimento de onda de 254 nm. Os frutos foram colocados a uma distancia de 10 cm da fonte de
luz. As doses foram determinadas pelo tempo de exposicdo a UV-C, a uma taxa de fluéncia fixa
de 1,74 mW cm™ e, variaram de 0 a 2,4 kI m? (0; 0,2; 0,4; 0,84; 1,3 e 2,4 ki m™) pelos tempos de
0 a 2,30 min (0; 0,19; 0,38; 0,80; 1,24; 2,30 min), respectivamente, segundo a metodologia de
Stevens et al. (1998).

Para se avaliar a possibilidade de inducdo de resisténcia pela UV-C, mamdes foram
tambeém inoculados apds 24 e 48 h dos tratamentos, os quais foram mantidosa25+1°C/80 %5
%UR até o momento da inoculagdo. Apds os tratamentos, os frutos foram acondicionados em
caixas de papeldo e mantidos no escuro, para minimizar o processo de fotorreversibilidade
(STEVENS et al., 1998), por um periodo de 7 dias, a 25 °C / 80 %UR. As avalia¢fes foram
realizadas diariamente medindo-se o didmetro das lesdes.

Ao final do periodo de armazenamento avaliou-se a esporulacdo do fungo em trés
frutos de cada tratamento escolhidos aleatoriamente. Para tanto, introduziu-se um furador
metalico de 25 mm de didmetro no centro da lesdo da antracnose, adicionou-se 30 mL de agua
destilada e agitou-se levemente. A quantidade de conidios contidos na suspensdo foi determinada
em hemacitdmetro.

Em ambos os experimentos, as medidas do didmetro das lesdes e da incidéncia da
podridao foram utilizadas para calcular a &rea abaixo da curva de progresso da doenca (AACPD),
utilizando-se a equacéo:

AACPD =2 [(Yi + Vi+1) / 2 X (tiv1 — 1;)] (1)
onde, y; é o diametro ou incidéncia de uma lesdo no tempo t;, em dias, € yi+1 € 0 didmetro ou
incidéncia da lesdo no tempo ti+; (DE CAPDEVILLE et al., 2002).

Ao final do periodo de avaliacdo, 5 frutos de cada um dos tratamentos foram também
avaliados quanto aos parametros fisico-quimicos:

Firmeza de polpa (N): através de texturbmetro TA-XT2, ponteira 8 mm, com distancia e
velocidade de penetragdo de 9 mm e 1 mm/s, respectivamente, efetuando-se a leitura em dois
pontos na regido equatorial dos frutos, apds a retirada da casca.

Cor da casca e cor da polpa: em colorimetro Minolta, modelo Chroma meter CR 300, sistema L*
a* b*, com seis leituras por fruto para cor de casca e duas leituras por fruto para cor de polpa.
Solidos soluveis (°Brix): determinado no suco da fruta, obtido pela centrifugagdo de um fruto por

repeticdo, utilizando-se refratbmetro manual, marca Atago, com escala de 0 a 32 °Brix.
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pH: determinado potenciometricamente em pHmetro Micronal B-274, no suco da fruta (1:9),
obtido pela centrifugacdo de um fruto por repeticdo, segundo a metodologia de Carvalho et al.
(1990).

Acidez total: determinada nas amostras anteriormente preparadas para determinacdo de pH,
empregando-se NaOH (0,1 N) para titulagcdo até atingir pH 8,1. O resultado foi expresso em g
4cido malico 100 g* de amostra (CARVALHO et al., 1990).

Efeito das irradia¢cdes gama e UV-C no desenvolvimento de C. gloeosporioides in vitro

Com o objetivo de verificar se as irradiacdes gama e UV-C atuam diretamente sobre o
desenvolvimento do fungo, avaliou-se a germinacdo de conidios, o crescimento micelial e a
esporulacdo de C. gloeosporioides submetido as diferentes doses de irradiagdo gama ou UV-C.
Para a avaliacdo da germinacdo de conidios utilizaram-se placas contendo meio de cultura AA
(Agar-agua), as quais foram divididas em quatro quadrantes. Em cada quadrante depositou-se 40
uL de suspensdo conidial (10° conidios mL™), obtida como descrito abaixo. Apés 2 h, as placas
foram expostas a duas diferentes doses de irradiacdo gama (0,75 e 1 kGy) ou UV-C (0,2; 0,4;
0,84; 1,3 e 2,4 kI m?), além da testemunha, n&o irradiada. A germinacéo dos conidios foi avaliada
apos 10, 24 e 48 h de incubacdo sob luz constante, a 25 °C. O delineamento experimental contou
com 5 placas por tratamento e uma placa como unidade experimental. As avaliacdes foram
realizadas contando-se 50 conidios por quadrante. Considerou-se germinado o conidio que
apresentou o tubo germinativo de tamanho igual ou superior ao do comprimento do esporo
(MERCIER et al., 2001).

O efeito de diferentes doses de irradiacdo sobre o crescimento micelial foi avaliado
transferindo-se discos de micélio de 3 mm de didmetro, retirados da borda de colénias de C.
gloeosporioides com 7 dias de cultivo, para o centro de placas contendo meio BDA (batata-
dextrose-agar). Apods 2 h, as placas foram expostas as diferentes doses das irradiacbes UV-C ou
gama, e em seguida, mantidas em incubadora tipo B.O.D., a 25 °C, sob luz intermitente (12 h luz /
12 h escuro), sendo avaliadas diariamente medindo-se o didmetro da coldnia em duas direcbes
opostas, até que o didmetro da col6nia de um dos tratamentos atingisse a borda da placa.
Utilizaram-se 10 repeti¢des por tratamento com uma placa como unidade experimental.

Com os dados obtidos calculou-se o ICM (indice de crescimento micelial), de acordo

com Peres et al. (2003), através da formula:
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ICM=Cy Ny + Co Nyt + ..+ Cy Nyt (2)
onde, C; = crescimento micelial no primeiro dia e N1 = nimero de dias.

Ao final deste periodo, avaliou-se a esporulagdo do fungo em 3 placas para cada
tratamento escolhidas aleatoriamente. A suspensdo de conidios foi preparada colocando-se agua
destilada esterilizada nas placas com a cultura do fungo e, com o auxilio de uma alca de
Drigalsky, obteve-se uma suspensdo de conidios e micélio. A suspensdo foi filtrada em gaze e, a
quantidade de conidios foi determinada pela contagem em hemacitémetro. Para melhor dispersdo
dos conidios na suspensdo, adicionou-se Tween 20 na proporc¢do de uma gota para 100 mL de

suspensao.

Anélise estatistica
Os dados obtidos nos experimentos foram submetidos a analise de variancia e
comparados pelo teste de Tukey, em delineamento inteiramente casualizado e, a discussdo dos
resultados foi efetuada com nivel de 5 % de significancia. Analises de regressdo foram

empregadas quando necessario. Para tanto, utilizou-se o programa estatistico ESTAT.

2.2.3 Resultados e Discussao
Efeito da irradiagdo gama no controle de C. gloeosporioides in vivo

Observa-se pela Figura 2.1A correlagéo negativa altamente significativa entre dose de
irradiacdo e AACPD, sendo que as doses de 0,75 e 1 kGy mostraram-se bastante eficientes em
atrasar o aumento do didmetro das lesbes de C. gloeosporioides nos frutos (Figura 2.2), quando
inoculados 10 h antes dos tratamentos. Comportamento semelhante péde ser observado para a
incidéncia da antracnose (Figura 2.1B). Nota-se uma reducdo da AACPD a medida que se
aumenta a dose de irradiagdo gama, sendo que a 0,75 e 1 kGy, a irradiacdo reduziu drasticamente
a porcentagem de ocorréncia da antracnose nos frutos inoculados antes dos tratamentos, sendo a
dose de 1 kGy mais efetiva. Esta dose manteve a incidéncia da podriddo em menos de 10 % até o
6° dia apos a inoculagdo dos frutos, o que pode contribuir para a reducdo de perdas de pos-
colheita devido & ocorréncia da antracnose. Além disso, por ser um tratamento fisico que nédo
deixa residuos nos frutos, se usado comercialmente, poderia reduzir a utilizagdo de fungicidas em
pos-colheita. Sob tal aspecto, Hunter; Buddenhagen e Kojima (1969) constataram que a irradiacao

de mamdes, nas doses de 0,75 e 1 kGy, combinada ou ndo com o tratamento térmico, aumentou o
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periodo de conservacdo dos frutos, mas apresentou limitado efeito fungistatico sobre a podridao
peduncular. Mais tarde, Silva (1988) verificou controle efetivo da antracnose em mamao
combinando o tratamento térmico (48 °C / 20 min) com irradiacdo a 0,75 ou 1 kGy. Por outro
lado, Pimentel e Walder (2004) observaram que a irradiacdo de mamdes do tipo Solo a 0,75 kGy
n&o foi eficiente no controle fitossanitario dos frutos, ja que os autores ndo observaram diferengas
entre frutos irradiados e néo irradiados.
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Figura 2.1 - Area abaixo da curva de progresso da doenca (AACPD) para os valores de severidade (mm) (A) e de
incidéncia (% de ocorréncia) (B) de antracnose em mamdes inoculados com C. gloeosporioides 10 h
antes dos tratamentos com diferentes doses de irradiacdo gama. *,** Significativo a 5 % e 1 % de
probabilidade, respectivamente
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Figura 2.2 - Lesdes de antracnose em mamdes ndo irradiados (testemunha, T) e irradiados (1 kGy, I), ap6s 7 dias de

armazenamento a 25 °C / 80 %UR

Trabalhos efetuados visando o controle de podridfes pos-colheita em manga através
da irradiagdo mostraram resultados satisfatorios. Spalding e Windeguth (1988) relataram que a
severidade da antracnose (C. gloeosporioides) em mangas cv. Keitt foi reduzida por doses igual
ou acima de 0,5 kGy e a incidéncia da podriddo pela dose de 0,75 kGy. Posteriormente, Johnson
et al. (1990) observaram que a irradiagdo de mangas cv. Kensington Pride, em doses variando
entre 0,3 e 1,2 kGy, reduziu a incidéncia de doengas nos frutos, mas o nivel de controle ndo foi
comercialmente aceitdvel. No entanto, o tratamento térmico dos frutos aliado ao fungicida
benomil, seguido pela irradiacdo, proporcionou efetivo controle da antracnose e da podridao
peduncular. Os autores constataram ainda que doses acima de 0,6 kGy causaram danos a
superficie dos frutos.

A avaliacdo dos frutos quanto aos pardmetros fisico-quimicos revelou que as
diferentes doses de irradiacdo testadas exerceram efeito significativo sobre alguns dos parametros
avaliados (Tabelas 2.1 e 2.2). Verifica-se que os frutos tratados nas doses de 0,75 e 1 kGy
apresentaram maior acidez e firmeza apds o periodo de armazenamento. Por outro lado, tanto as
frutas irradiadas quanto as testemunhas amadureceram normalmente com relagdo ao teor de
solidos soluveis, mudancas de cor e aparéncia geral. O teor de solidos sollveis manteve-se
praticamente constante apds o periodo de armazenamento dos frutos, ndo sendo influenciado pelas
diferentes doses de irradiacdo (Tabela 2.1). Por outro lado, as doses de 0,75 e 1 kGy exerceram
influéncia significativa sobre o pH e a acidez dos frutos, estando estes mais acidos. Estas doses

também mantiveram os frutos com maior firmeza até o final do periodo de armazenamento,
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observando-se uma acentuada perda de resisténcia da polpa ap6s 7 dias de armazenamento a 25
°C, independentemente dos tratamentos. Em trabalho com mamao, Paull (1996) observou que
doses moderadas de irradiacdo atrasaram o amadurecimento dos frutos de maneira dependente do
estadio de maturidade destes no momento do tratamento. Desta forma, as doses de 0,75 e 1 kGy
podem ter exercido tanto efeito direto quanto indireto no controle de C. gloeosporioides, pois
alteraram as caracteristicas fisico-quimicas dos frutos, mantendo-os mais firmes, o que pode ter
dificultado a colonizacdo dos tecidos pelo fungo. Brodrick et al. (1976) observaram que a
combinagdo de irradiagdo gama (0,75 kGy) e tratamento térmico em mamdes resultou no
prolongamento de 8 dias na vida de pos-colheita de frutos mantidos a 20 °C, devido ao atraso da
senescéncia promovido pelo tratamento. Resultados semelhantes foram obtidos por Pimentel e
Walder (2004) que constataram que a irradiagdo manteve a firmeza dos mamdes e atrasou o
amadurecimento dos frutos.

A manutencdo da firmeza de polpa é critica para 0 armazenamento, transporte e
aceitacdo do mamé&o pelo consumidor. Assim como ocorre com outras frutas, acredita-se que a
perda de firmeza esta associada, em grande parte, com mudangas bioquimicas levando ao
desarranjo das estruturas da parede celular e lamela média, além da solubilizacdo e
despolimerizacdo de polissacarideos (REDGWELL; MELTON; BRASCH, 1992). As substancias
pécticas sdo 0s principais componentes quimicos dos tecidos, responsaveis pelas mudangas de
textura nos frutos, com reducdo da firmeza da polpa devido ao amolecimento progressivo,
causado pela solubilizacdo de protopectinas em pectinas ou acido peéctico (CHITARRA,
CHITARRA, 1990). A perda de resisténcia € acompanhada por um concomitante aumento na
atividade da poligalacturonase, pectinametilesterase e [-galactosidase (LAZAN et al., 1989). Em
trabalho realizado por Paull (1996), demonstrou-se que a firmeza de mamdes irradiados (0,5 a 1
kGy) foi mantida por 2 dias a mais, quando comparadas com o controle ndo irradiado.
Posteriormente, D’Innocenzo e Lajolo (2001) sugeriram que 0 mecanismo de manutencdo da
firmeza parece ndo ser um efeito direto da irradiacdo sobre polissacarideos, mas sim,
possivelmente, devido ao atraso do amadurecimento induzido por mudancas da atividade de
poligalacturonases, pectinametilesterase, [3-galactosidase e celulase, sendo que a
pectinametilesterase parece estar mais fortemente associada com o amolecimento das frutas.

Observou-se um aumento da luminosidade (L*) da cor de casca (Tabela 2.2),

independente dos tratamentos, sendo o valor mais elevado para os frutos tratados a 1 kGy. De
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forma semelhante, os valores de cromaticidade (parametros a* e b*) também aumentaram durante
0 armazenamento dos frutos, mas ndo houve diferencas significativas entre os tratamentos.
Observa-se ainda que os frutos perderam luminosidade de polpa, ou seja, ficaram mais escuros,
apds o armazenamento, ndo havendo diferencas entre os tratamentos. Houve aumento dos valores
de b* independente das doses testadas. Por outro lado, o pardmetro a* foi influenciado pela dose
de 1 kGy estando os frutos com valor mais elevado, ou seja, mais vermelhos, quando comparados
a testemunha. De forma semelhante, Pimentel e Walder (2004) constataram que a irradiacdo de
mamdes a 0,75 kGy modificou a cor dos frutos para mais intenso e claro (maiores valores de
luminosidade e cromaticidade), determinando uma maior homogeneidade no desenvolvimento da
coloragdo amarela da casca. Nao houve efeito da irradiacdo sobre a perda de massa, coloragéo da
polpa, pH e sdlidos soluveis, sendo que o grau de maturacdo na colheita dos frutos ndo
influenciou o efeito da irradiacéo.

Sob tais aspectos, Neves; Manzione e Vieites (2002) relataram que a irradiacdo de
nectarinas na dose de 0,4 kGy resultou em melhor aspecto visual dos frutos, ndo sendo observado
ocorréncia de podriddes, em maior firmeza de polpa, ndo havendo alteragfes significativas nos
teores de acidez total e solidos sollveis. Lima et al. (2001) constataram que a irradiagdo de
cenouras, nas doses de 0,25 a 1 kGy, ndo alterou significativamente os teores de pH. Porém, as
raizes apresentaram aumento na oxidacgdo dos acidos organicos quando comparadas ao controle

(ndo irradiado), ndo havendo diferencas quanto aos sélidos soluveis, firmeza e coloracao.

Tabela 2.1 - Pardmetros fisico-quimicos de mamdes cv. Golden inoculados com C.
gloeosporioides, tratados com diferentes doses de irradiacdo gama, e avaliados
apos 7 dias de armazenamento a 25 °C / 80 %UR

Tratamentos Sélidos soluveis pH* Acidez total Firmeza
(°Brix)* (g 4c. malico 100 g™)* (N)*
Dia0 13,5 5,36 0,08 111,91
Testemunha 13,3 a 537a 0,07c 3,94 c
0,12 kGy 13,6 a 5,30 ab 0,08 c 4,46 bc
0,25 kGy 13,7a 5,31 ab 0,08 bc 4,88 bc
0,50 kGy 13,3a 5,38 a 0,08 ¢ 5,52 bc
0,75 kGy 143a 526 b 0,11a 8,04 a
1,00 kGy 14,2 a 5,22 b 0,10 ab 6,50 ab
C.V. (%) 4,46 1,03 11,73 23,01

* Média de cinco frutos por tratamento.
Médias seguidas pela mesma letra, na coluna, ndo diferem significativamente entre si pelo teste de Tukey (P < 0,05).
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Tabela 2.2 - Cor de casca e de polpa de mamdes cv. Golden inoculados com C. gloeosporioides,
tratados com diferentes doses de irradiagdo gama, e avaliados apds 7 dias de
armazenamento a 25 °C / 80 %UR

Cor de casca”” Cor de polpa”’™
Tratamentos L a b L a b
Dia 0 61,58 -18,40 46,14 64,25 20,15 44,98
Testemunha 71,01 b 7,38 ab 66,32 a 60,31 a 19,03 b 48,32 a
0,12 kGy 73,71 ab 7,74 ab 66,86 a 62,41 a 20,85 ab 49,36 a
0,25 kGy 73,51 ab 8,56 a 66,32 a 59,93 a 21,88 ab 48,67 a
0,50 kGy 73,25 ab 7,87 ab 67,99 a 60,68 a 21,75 ab 48,32 a
0,75 kGy 74,29 ab 5,98 b 67,02 a 60,89 a 22,10 ab 50,09 a
1,00 kKGy 74,78 a 6,47 ab 67,84 a 60,72 a 22,65 a 49,54 a
C.V. (%) 2,48 14,82 3,22 3,78 8,14 5,50

Y Média de cinco frutos por tratamento.

* Em colorimetro Minolta, sistema L* a* b*, onde L* representa luminosidade (O=preto a 100=branco), a* e b*
cromaticidade (a=verde a a"=vermelho e, b’=azul a b*=amarelo).

Médias seguidas pela mesma letra, na coluna, ndo diferem significativamente entre si pelo teste de Tukey (P < 0,05).

Nas Figuras 2.3A e 2.3B encontram-se demonstrados os efeitos da irradiacdo gama
sobre o desenvolvimento das lesbes e a incidéncia de C. gloeosporioides, inoculado em diferentes
intervalos de tempo (24, 48 e 72 h) ap6s o tratamento dos frutos. Nota-se que a irradiagdo gama (1
kGy) nédo exerceu efeito significativo sobre a incidéncia e o didmetro das lesdes da antracnose, ou
seja, provavelmente ndo estimulou respostas de defesa nos frutos, que pudessem atuar no controle
do patdgeno, reduzindo a severidade e/ou a incidéncia da podriddo. O fator tempo, por outro lado,
influenciou no desenvolvimento das lesdes, sendo que a menor AACPD foi observada para 0s
frutos inoculados 24 h ap6s o tratamento (Figura 2.3A), certamente pelos mesmos estarem em
estadio de maturagdo menos avancado que os demais no momento em que foram inoculados. Ndo
houve interagdo significativa entre a irradiacdo gama e o intervalo de tempo entre o tratamento e a

inoculacédo dos frutos.
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Figura 2.3 - Area abaixo da curva de progresso da doenca (AACPD) para os valores de didmetro das lesdes (mm) (A)
e incidéncia (% de ocorréncia) da antracnose (B) em mamdes inoculados com C. gloeosporioides 24, 48
ou 72 h ap6s tratamento dos frutos com a irradiacdo gama (1 kGy). Test. = testemunha (ndo irradiada) e IG
= frutos irradiados

Efeito da irradiagdo UV-C no controle de C. gloeosporioides in vivo

Observa-se pela Figura 2.4A que todas as doses de UV-C testadas ndo foram eficientes
em reduzir o didametro das lesdes de C. gloeosporioides nos frutos, quando inoculados 10 h antes
dos tratamentos. Embora a UV-C tenha apresentado efeito germicida in vitro sobre C.
gloeosporioides (Figura 2.11), impedindo a germinacdo de conidios expostos em agar em doses
acima de 0,2 kJ m?, as mesmas mostraram-se ineficientes em prevenir a infeccdo nos frutos
inoculados antes da irradiacdo. Provavelmente, suficiente quantidade de esporos ou hifas
presentes nos ferimentos podem ter sobrevivido ao tratamento UV-C (Figura 2.5A) e iniciado o
processo de infeccdo, desde que a irradiacdo UV-C ndo € ionizante (LU et al., 1993), ou seja,
penetra apenas superficialmente nos tecidos do fruto. De forma semelhante, Mercier et al. (2001)
relataram, em trabalho com pimentdo, que apesar da UV-C ser altamente germicida para 0s

conidios de B. cinerea in vitro, ndo preveniu a infec¢do dos frutos inoculados com o patdgeno 24
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h antes do tratamento. Por outro lado, em mangas cv. Tommy Atkins, a UV-C aplicada por 10 ou
20 min atrasou o0 aparecimento de podridGes, sendo que aquelas tratadas por 10 min apresentaram
melhor aparéncia e estavam mais firmes que as ndo tratadas ou irradiadas por 20 min
(GONZALES-AGUILAR et al., 2001).

A inoculacdo dos frutos 24 h apos os tratamentos provavelmente ndo induziu respostas
de resisténcia nos mesmos, visto que o didmetro das lesdes ndo foi reduzido por nenhuma das
doses testadas (Figura 2.4B). Pela Figura 2.5B, observa-se que a UV-C ndo exerceu efeito sobre a
esporulacdo do patdgeno nas lesBes presentes nos frutos, corroborando com a hipdtese de que a
inoculacdo dos frutos apds 24 h dos tratamentos ndo estaria estimulando respostas de defesa nos
frutos. Rodov et al. (1992) relataram que o tratamento de laranjas com UV-C, seguido pela
inoculacdo dos frutos com P. digitatum, ndo se mostrou eficiente em controlar a podriddo. Por
outro lado, quando os frutos foram desafiados com o patdégeno 48 h apds os tratamentos (Figura
2.4C), a dose de 2,4 kJ m™? reduziu a AACPD. Observando-se a Figura 2.5C constata-se que as
doses de 0,84 kJ m? ou acima reduziram a esporulacdo do patégeno nas lesdes. Neste caso, 0
intervalo de tempo entre o tratamento e a inoculacdo do fungo, pode, provavelmente, ter sido
suficiente para induzir respostas de resisténcia nos frutos, mas ndo na magnitude e momento
corretos para reduzir de forma significativa o diametro das lesdes. Rodov et al. (1992) expuseram
laranjas a UV-C e, ap6s 2 dias, inocularam os frutos com P. digitatum. Os autores constataram
reducdo da incidéncia da doenca e, atribuiram a inducéo da producéo da fitoalexina escoparone no
flavedo dos frutos.

Além da UV-C ndo ter exercido efeito de controle da antracnose em maméo,
constatou-se a ocorréncia de dano fisioldgico acarretado pela irradiacdo, independentemente das
doses empregadas, caracterizado pelo bronzeamento da epiderme dos frutos, que teve inicio um
dia apo6s os tratamentos e evoluiu durante o armazenamento, podendo ter contribuido para o
aumento da suscetibilidade dos frutos ao desenvolvimento das lesdes. De forma semelhante,
Camili et al. (2004) observaram que baixas doses de UV-C reduziram o desenvolvimento de B.
cinerea em cachos de uva cv. Italia, mas causaram o bronzeamento das bagas. O bronzeamento
pelo tratamento da UV-C foi também relatado em banana e citros (BEN-YEHOSHUA et al.,
1992; WADE; KAVANAGH; TAN, 1993).
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Efeito das irradiac6es gama e UV-C no controle de C. gloeosporioides in vitro

O efeito de diferentes doses de irradiacdo gama sobre o crescimento micelial de C.

gloeosporioides, representado pelo indice de crescimento micelial, pode ser observado na Figura

2.6. Nota-se que a irradiagdo exerceu influéncia sobre o desenvolvimento do fungo, mas de

maneira ndo dependente da dose. No entanto, a maior reducdo do crescimento micelial foi

promovida pela maior dose (1 kGy). Constata-se pela Figura 2.7, que as maiores doses testadas
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(0,5, 0,75 e 1 kGy) acarretaram na maior esporulagdo do fungo in vitro, provavelmente por estas
doses terem inibido o crescimento do patgeno, o que pode ter induzido a maior esporulacao, que

em condicOes desfavoraveis ao seu desenvolvimento busca garantir a sobrevivéncia da espécie.
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Figura 2.6 - indice de crescimento micelial (ICM) de C. gloeosporioides cultivado em batata-dextrose-4gar e exposto
a diferentes doses de irradiacdo gama (kGy). ** Significativo a 1 % de probabilidade
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Figura 2.7 - Esporulacdo in vitro de C. gloeosporioides cultivado em batata-dextrose-agar, exposto a diferentes doses
de irradiagdo gama, ap6s 9 dias de incubagéo a 25 °C. **Significativo a 1 % de probabilidade

Quanto aos efeitos da irradiacdo gama sobre a germinacdo dos conidios (Figura 2.8),
nota-se que as duas doses testadas, 0,75 e 1 kGy, inibiram a germinagdo dos esporos de C.
gloeosporioides, 0s quais germinaram somente apds 24 h dos tratamentos e em menor
porcentagem quando comparados aos ndo tratados. Além disso, constatou-se que o comprimento
do tubo germinativo dos conidios irradiados mostrou-se menor quando comparado a testemunha
(dados ndo mostrados).
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Figura 2.8 - Germinacédo de conidios de Colletotrichum gloeosporioides em agar-agua expostos a diferentes doses de
irradiacdo gama, avaliados ap6s 10 e 24 h dos tratamentos, a 25 °C. Letras distintas representam

diferenca significativa entre os tratamentos pelo teste de Tukey (P < 0,05)

O efeito da irradiagdo UV-C sobre o indice de crescimento micelial de C.
gloeosporioides pode ser observado na Figura 2.9. A inibi¢do do desenvolvimento da col6nia do
fungo foi promovida pelas doses de 0,84 ki m™ ou acima, sendo o efeito mais pronunciado
exercido por doses mais elevadas. Porém, nenhuma das doses mostrou efeito fungicida sobre o
patogeno. Constata-se pela Figura 2.10, que as doses de 0,40, 0,84 e 1,30 kJ m™ reduziram
significativamente a esporulacdo do fungo in vitro. Nota-se, portanto, que apesar da dose mais
elevada (2,4 kJ m?®) ter sido a mais eficiente em inibir o crescimento micelial de C.
gloeosporioides, ndo reduziu de forma significativa a esporulagcdo do fungo, supostamente por
tratar-se de um mecanismo de sobrevivéncia destes microrganismos, que sob condi¢des adversas
buscam se defender aumentando a quantidade de esporos produzidos com o objetivo de perpetuar

a espécie.
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Figura 2.9 - Indice de crescimento micelial de Colletotrichum gloeosporioides cultivado em batata-dextrose-agar e

exposto a diferentes doses de UV-C. ** Significativo a 1% de probabilidade
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Figura 2.10 - Esporulagédo in vitro de Colletotrichum gloeosporioides cultivado em batata-dextrose-agar, exposto a

diferentes doses de UV-C, ap6s 9 dias de incubagdo a 25 °C. ** Significativo a 1 % de probabilidade

Quanto aos efeitos da UV-C sobre a germinacao dos esporos (Figura 2.11) observou-se
que os conidios expostos a doses maiores ou iguais a 0,4 kJ m™ ndo germinaram mesmo ap6s 48 h
dos tratamentos. Provavelmente, o efeito germicida da UV-C somente foi evidente sobre a
germinacdo dos conidios, por estes serem estruturas mais sensiveis a irradiacdo quando
comparados ao micélio. Mercier et al. (2001) observaram que doses de 2,2 e 4,4 kJ m™ exerceram
efeito fungicida sobre os conidios de B. cinerea, enquanto a 0,88 kJ m, uma pequena proporgio
sobreviveu ao tratamento. Embora a UV-C tenha um potencial efeito germicida sobre os conidios
de C. gloeosporioides, ndo se mostrou efetiva em controlar a antracnose nos frutos inoculados 10
h antes dos tratamentos (Figura 2.4A). Provavelmente, quantidade suficiente de esporos ou hifas

podem ter sobrevivido nas lesdes possibilitando o inicio das infeccdes.

100
——0
g 75 —Q—V/‘——’
Q
g
g %
£
o 25
o //E
0 1= T T T
8 24 36 48
Tempo (h)

Figura 2.11 - Germinagdo de conidios de Colletotrichum gloeosporioides apds exposicdo a UV-C (kJ m?), avaliada

em diferentes periodos apds os tratamentos
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Os resultados dos ensaios in vitro com a utilizagdo da irradiacdo gama refletem que a
mesma exerce efeito de inibi¢do do desenvolvimento de C. gloeosporioides, ndo havendo efeito
germicida das doses testadas sobre o fungo. Presume-se, portanto, que o tratamento dos frutos
apos a inoculacdo com o patdgeno, provavelmente, reduziu o didametro das lesbes e a incidéncia
da antracnose tanto pelo efeito direto sobre o fungo, quanto indireto, por ter mantido os frutos
mais firmes, indicando um possivel atraso do amadurecimento dos mesmos.

A irradiacdo gama é uma tecnologia verséatil, atuando na preservacdo de alimentos
com propositos diferentes, como a desinfestacdo, o atraso da maturacao, a inibicdo da brotacdo, e
a esterilizacdo. Entre estas aplicacdes, potencialmente, a mais util seria a desinfestagdo de frutas
tropicais como um tratamento quarentendrio, sendo que alguns estudos demonstram que este tipo
de tratamento é técnica e economicamente viavel. Nota-se que os mercados atacadistas e
varejistas ndo sdo adversos em adquirir produtos irradiados se forem de qualidade e disponiveis a
precos moderados. Nos EUA, os consumidores estdo aumentando a aceitacdo por produtos
irradiados, entre os quais as frutas tropicais. Sob tal aspecto, o FDA exige que estes produtos
sejam rotulados. O APHIS tem publicado noticias de regulariza¢des propostas permitindo o uso
da irradiacdo para o tratamento fitossanitario de frutas e vegetais importados por aquele pais.

2.3 Conclusoes

A irradiagdo gama reduz a incidéncia e a severidade da antracnose em mamdes,
atuando diretamente no controle da doencga, e inibe, in vitro, a germinacdo dos conidios e o
crescimento micelial de C. gloeosporioides, podendo contribuir para a reducdo de perdas de
mamao devidas a antracnose. A UV-C néo é eficaz em reduzir as lesdes de C. gloeosporioides em
mamdes, além de causar escaldadura nos frutos. In vitro, a UV-C inibe o crescimento micelial, a

esporulacdo e a germinacdo de conidios do patogeno.

Referéncias

ADRIAN, M.; JEANDET, P.; DOUILLET-BREUIL, A.C.; TESSON, L.; BESSIS, R. Stilbene
content of mature Vitis vinifera berries in response to UV-C elicitation. Journal of Agricultural
and Food Chemistry, Washington, v. 48, p. 6103-6105, 2000.

AREVALO-GALARZA, L.; SAUCEDO-VELOZ, C.; BUSTOS-RAMIREZ, E.; GONZALES-
HERNANDEZ, H. Maduracion de frutos de aguacate hass tratados con radiacion gamma.
Agrociencia, Montecillo, v. 36, n. 6, p. 667-673, 2002.



43

ARTHUR, V.; WIENDL, F.M. Irradiacdo de goiabas para aumentar sua vida de prateleira.
Revista de Agricultura, Piracicaba, v. 74, n. 3, p. 393-397, 1999.

BEN-YEHOSHUA, S.; RODOV, V.; KIM, J.J.; CARMELI, S. Preformed and induced antifungal
materials of citrus fruits in relation to the enhancement of decay resistance by heat and ultraviolet
treatments. Journal of Agricultural and Food Chemistry, Washington, v. 40, p. 1217-1221,
1992.

BENATO, E.A. Meios fisicos de controle de doencas pos-colheita em frutas e inducdo de
resisténcia. Fitopatologia Brasileira, Fortaleza, v. 26, p. 258, 2001. Suplemento. Apresentado no
CONGRESSO BRASILEIRO DE FITOPATOLOGIA, 34., 2001, Séo Pedro.

BRODRICK, H.T.; THOMAS, A.C.; VISSER, F.; BEYERS, M. Studies on the use of gamma
irradiation and hot water treatments for shelf life extension of papayas. Plant Disease Reporter,
Washington, v. 60, n. 9, p. 749-753, 1976.

CAMILI, E.C.; BENATO, E.A.; PASCHOLATI, S.F.; CIA, P. Avaliagdo de irradiacdo UV-C
aplicada em pos-colheita na protecdo de uva ‘Italia’ contra Botrytis cinerea. Summa
Phytopathologica, Botucatu, v. 30, p. 306-313, 2004.

CAMILI, E.C,; CIA, P; BENATO, E.A. Inducdo de resisténcia contra doencas pds-colheita. In:
CAVALCANTI, L.S.; DI PIERO, R.M.; CIA, P.; PASCHOLATI, S.F.; DE RESENDE, M.L.V.;
ROMEIRO, R.S. Inducéo de resisténcia em plantas a patégenos e insetos. Piracicaba: FEALQ,
2005. cap. 10, p. 195-218.

CARVALHO, C.R.L.; MANTOVANI, D.M.B.; CARVALHO, P.R.N.; MORAES, R.M. Analises
guimicas de alimentos. Campinas: Instituto de Tecnologia de Alimentos, 1990. 121 p. (Manual
Técnico).

CHITARRA, M.LF.; CHITARRA, A.B. Pos-colheita de frutos e hortalicas: fisiologia e
manuseio. Lavras: Esal; Faepe, 1990. 293 p.

DE CAPDEVILLE, G.; WILSON, C.L.; BEER, S.V.; AIST, J.R. Alternative disease control
agents induce resistance to blue mold in harvest ‘Red Delicious’ apple fruit. Phytopathology, St.
Paul, v. 92, n. 8, p. 900-908, 2002.

D’INNOCENZO, M.; LAJOLO, F.M. Effect of gamma irradiation on softening changes and
enzyme activities during ripening of papaya fruit. Journal of Food Biochemistry, Connecticut, v.
25, p. 425-438, 2001.

DROBY, S.; CHALUTZ, E.; HOREV, B.; COHEN, L.; GABA, V.; WILSON, C.L;
WISNIEWSKI, M. Factors affecting UV-induced resistance in grapefruit against the green mould
decay caused by Penicillium digitatum. Plant Pathology, London, v. 42, p. 418-424, 1993.

FNP CONSULTORIA & AGROINFORMATIVOS. Mamdo. In: . Agrianual 2005:
anuario da agricultura brasileira. Sdo Paulo, 2005. p. 371-375.



44

GARDNER, D.W.; SHAMA, G. Modeling UV-induced irradiation of microorganisms on
surfaces. Journal of Food Protection, Des Moines, v. 63, p. 63-70, 2000.

GHERBAWY, Y.A.M.H. Effect of gamma irradiation on the production of cell wall degrading
enzymes by Aspergillus niger. International Journal of Food Microbiology, Amsterdam, v. 40,
p. 127-131, 1998.

GOMEZ, M.L.P.A.; LAJOLO, F.M.; CORDENUNSI, B.R. Metabolismo de carboidratos durante
0 amadurecimento do mamao (Carica papaya L. cv. Solo): influéncia da radiacdo gama. Ciéncia
e Tecnologia de Alimentos, Campinas, v. 19, n. 2, p. 246-252, 1999.

GONZALES-AGUILAR, G.A.; WANG, C.Y.; BUTA, J.G.; KRIZEK, D.T. Use of UV-C
irradiation to prevent decay and maintain postharvest quality of ripe ‘“Tommy Atkins’ mangoes.
International Journal of Food Science and Technology, Oxford, v. 36, p. 767-773, 2001.

GUPTA, AK.; PATHAK, V.N. Epidemiology and management of papaya fruit rot. Summa
Phytopathologica, Jaguariina, v. 16, n. 2, p. 92-105, 1990.

HUNTER, J.E.; BUDDENHAGEN, I.W.; KOJIMA, E.S. Efficacy of fungicides, hot water and
gamma-irradiation for control of postharvest rots of papaya. Plant Disease Reporter,
Washington, v. 53, n. 4, p. 279-284, 1969.

IADEROZA, M.; BLEINROTH, E.W.; AZUMA, E.H. Efeitos da radia¢do ionizante na atividade
da pectinesterase do maméo cultivar Solo. Coletéanea do Instituto de Tecnologia de Alimentos,
Campinas, v. 18, n. 1, p. 76-82, 1988.

JOHNSON, G.l.; BOAG, T.S.; COOKE, A.\W.; IZARD, M.; PANITZ, M.; SANGCHOTE, S.
Interaction of post harvest disease control treatments and gamma irradiation on mangoes. Annals
of Applied Biology, Norwich, v. 116, p. 245-257, 1990.

KADER, A.A. Postharvest technology of horticultural crops. 2nd ed. Oakland: University of
California, Division of Agriculture and Natural Resources, 1992. 296 p.

LAZAN, H.; ALI, Z.M.; LIANG, KS.; YEE, K.L. Polygalacturonase activity and variation in
ripening of papaya fruit with tissue depth and heat treatment. Physiologia Plantarum,
Copenhagen, v. 77, p. 93-98, 1989.

LIMA, K.S.C.; GROSSI, J.L.S; LIMA, AL.S.; ALVES, P.F.M.P.,; CONEGLIAN, R.C.C;
GODOY, R.L.O.; SABAA-SRUR, A.U.O. Efeito da irradiacdo ionizante y na qualidade poés-
colheita de cenouras (Daucus carota L.) cv. Nantes. Ciéncia e Tecnologia de Alimentos,
Campinas, v. 21, n. 2., p. 202-208, 2001.

LIU, J.; STEVENS, C.; KHAN, V.A,; LU, J.Y.; WILSON, C.L.; ADEYEYE, O.; KABWE,
M.K.; PUSEY, P.L.; CHALUTZ, E.; SULTANA, T.; DROBY, S. Application of ultraviolet-C
light on storage rots and ripening of tomatoes. Journal of Food Protection, Des Moines, v. 56, n.
10, p. 868-872, 1993.



45

LU, J.Y.; STEVENS, C.; KHAN, V.A.; KABWE, M.; WILSON, C.L. The effect of ultraviolet
irradiation on shelf-life and ripening of peaches and apples. Journal of Food Quality, Wastport,
v. 14, p. 299-305, 1991.

LU, J.Y.; LUKOMBO, S.M.; STEVENS, C.; KHAN, V.A.; WILSON, C.L.; PUSEY, P.L,;
CHAULTZ, E. Low dose UV and gamma radiation on storage rot and physicochemical changes
in peaches. Journal of Food Quality, Wastport, v. 16, p. 301-309, 1993.

MARQUENIE, D.; MICHIELS, C.W.; GEERAERD, A.H.; SCHENK, A.; SOONTJENS, C,;
VAN IMPE, J.F.; NICOLAI, B.M. Using survival analysis to investigate the effect of UV-C and
heat treatment on storage rot of strawberry and sweet cherry. International Journal of Food
Microbiology, Amsterdam, v. 73, p. 187-196, 2002.

McGUIRE, R.G. Response of lychee fruit to cold and gamma irradiation treatments for quarantine
eradication of exotic pests. HortScience, Alexandria, v. 32, n. 7, p. 1255-1257, 1997.

MERCIER, J.; BAKA, M.; REDDY, B.; CORCUFF, R.; ARUL, J. Short-wave ultraviolet
irradiation for control of decay caused by Botrytis cinerea in Bell pepper: induced resistance and
germicidal effects. Journal of the American Society for Horticultural Science, Alexandria, v.
126, n. 1, p. 128-33, 2001.

MILLER, W.R.; MITCHAM, E.J.; McDONALD, R.E.; KING, J.R. Postharvest storage quality of
gamma-irradiated ‘Climax’ rabbiteye blueberries. HortScience, Alexandria, v. 29, n. 2, p. 98-101,
1994.

MOY, J.H.; WONG, L. The efficacy and progress in using radiation as quarantine treatment of
tropical fruits — a case study in Hawaii. Radiation Physics and Chemistry, Oxford, v. 63, p. 397-
401, 2002.

NEVES, L.C.; MANZIONE, R.L.; VIEITES, R.L. Radia¢do gama na conservacdo pds-colheita de
nectarina (Prunus persica var. Nucipersica) frigoconservada. Revista Brasileira de Fruticultura,
Jaboticabal, v. 24, n. 3, p. 676-679, 2002.



46

PIMENTEL, R.M.A.; WALDER, J.M.M. Gamma radiation in papaya harvested at three stages of
maturation. Scientia Agricola, Piracicaba, v. 61, n. 2, p. 146-150, 2004.

PORAT, R.; LERS, A.; DORI, S.; COHEN, L.; WEISS, B.; DAUS, A.; WILSON, C.L.; DROBY,
S. Induction of chitinase and (-1,3-endoglucanase proteins by UV irradiation and wounding in
grapefruit peel tissue. Phytoparasitica, Bet Dagan, v. 27, n. 3, p. 233-238, 1999.

REDGWELL, R.J.; MELTON, L.D.; BRASCH, D.J. Cell wall dissolution in ripening kiwifruit
(Actinidia deliciosa). Solubilization of the pectic polymers. Plant Physiology, Rockuville, v. 98, p.
71-81, 1992.

RODOV, V.; BEN-YEHOSHUA, S.; KIM, JJ.; SHAPIRO, B.; ITTAH, Y. Ultraviolet
illumination induces scoparone production in kumquat and orange fruit and improves decay
resistance. Journal of the American Society for Horticultural Science, Alexandria, v. 117, n. 5,
p. 788-792, 1992.

SHAMA, G.; ALDERSON, P. UV hormesis in fruits: a concept ripe for commercialization.
Trends in Food Science and Technology, Amsterdam, v. 16, p. 128-136, 2005.

SILVA, T.M.W. Tratamento térmico e radiacdo gama no controle de Colletotrichum
gloeosporioides (Penz.) Penz. et Sacc., agente causal da antracnose em frutos de mamoeiro
(Carica papaya L.). 1988. 155 p. Dissertacdo (Mestrado em Energia Nuclear na Agricultura) —
Centro de Energia na Agricultura, Universidade de Sao Paulo, Piracicaba, 1988.

SPALDING, D.H.; WINDEGUTH, D.L. Von. Quality and decay of irradiated mangos.
HortScience, Alexandria, v. 23, n. 1, p. 187-189, 1988.

STEVENS, C.; KHAN, V.A,; LU, JY.; WILSON, C.L.; PUSEY, P.L.; KABWE, M.K;
IGWEGBE, E.C.K.; CHALUTZ, E.; DROBY, S. The germicidal and hormetic effects of UV-C
light on reducing brown rot disease and yeast microflora of peaches. Crop Protection, Guildford,
v.17,n. 1, p. 75-84, 1998.

TERRY, L.A.; JOYCE, D.C. Elicitors of induced disease resistance in postharvest horticultural
crops: a brief review. Postharvest Biology and Technology, Amsterdam, v. 32, p. 1-13, 2004.

WADE, N.L.; KAVANAGH, E.E.; TAN, S.C. Sunscald and ultraviolet light injury of banana
fruits. Journal of Horticultural Science, Ashford, v. 68, p. 409-419, 1993.

WILSON, C.L.; EL-GHAOUTH, A.; CHALUTZ, E.; DROBY, S.; STEVENS, C.; LU, J.Y;
KHAN, V.; ARUL, J. Potential of induced resistance to control postharvest disease of fruits and
vegetables. Plant Disease, St. Paul, v. 78, p. 837-843, 1994.

ZHAO, M.; MQY, J.; PAULL, R.E. Effect of gamma-irradiation on ripening papaya pectin.
Postharvest Biology and Technology, Amsterdam, v. 8, p. 209-222, 1996.



47

3 AVALIACAO DO ACIBENZOLAR-S-METIL NA PROTECAO POS-COLHEITA DE
MAMAO CONTRA ANTRACNOSE

Resumo

Uma nova ferramenta para o controle de doencas pode consistir no uso de compostos
habeis para ativar respostas de resisténcia em plantas. O mais recente desenvolvimento neste
campo de ativadores esta relacionado a descoberta de analogos funcionais do &cido salicilico,
sendo o acibenzolar-S-metil (ASM) relatado como indutor de resisténcia. Os objetivos deste
trabalho foram avaliar os efeitos do ASM na prote¢édo pds-colheita de mamao contra a antracnose
e no controle in vitro de Colletotrichum gloeosporioides. Para avaliar o efeito de ASM na
protecdo de mamdes contra antracnose, mamoeiros em um pomar em Linhares / ES foram
submetidos a seis tratamentos iniciados na florada: 1 — testemunha (tratamento convencional); 2 -
ASM (50 mgi.a. L™); 3- ASM (100 mg i.a. L™); 4 - ASM (200 mg i.a. L™); 5 - ASM (100 mg i.a.
L") + azoxistrobina (160 mg i.a. L™); 6 — tratamento 5 + clorotalonil (2500 mg i.a. L™), aplicado
de forma intercalada. Na maturidade de colheita, os frutos foram transportados para o GEPC /
ITAL, Campinas / SP, inoculados com C. gloeosporioides (7x10° conidios mL™), através de

injecdo subcuticular, e armazenados a 25 °C / 80 %UR, sendo avaliados quanto a incidéncia e
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enzimas relacionadas a patogénese sugerem que o tratamento 5 (ASM + azoxistrobina) pode ser

eficiente em induzir mecanismos de defesa nos frutos de mamoeiro.

Abstract

Compounds efficient to activate resistance responses in plants are a novel approach
for disease control. The most recent development in this field of activators is related to discovery
of analogous of the salicylic acid, and among them the acibenzolar-S-methyl (ASM) has been
reported as resistance inductor. This work evaluated the effects of ASM on the postharvest
protection of papaya fruits against anthracnose and on in vitro control of Colletotrichum
gloeosporioides. To evaluate the effect of ASM on fruit protection against anthracnose, papaya
plants in an orchard in Linhares, Espirito Santo State, were submitted to six treatments initiated in
the flowering: 1-control (conventional treatment), 2-ASM (50 mg L* i.a.), 3-ASM (100 mg L™
i.a.), 4-ASM (200 mg L™ i.a.), 5-ASM (100 mg L™ i.a.) + azoxystrobin (160 mg L™ i.a.); 6-
treatment 5 + chlorothalonil (2500 mg L™ i.a.), applied in an intercalated form. In the maturity,
papaya fruits were harvest and carried to GEPC / ITAL, Campinas, Sdo Paulo State, and
inoculated with C. gloeosporioides (7x10° conidium mL™), through subcuticular injections. After
that, they were maintained at 25 °C / 80 %RH, and evaluated for rot incidence and severity, during
7 days. It was also evaluated the activities of peroxidase, (3-1,3-glucanase and chitinase and the
physical-chemical parameters (total soluble solids, skin and flesh colour, firmness, pH and
tritatable acidity). In the in vitro assay, it was evaluate mycelial development by growing the
fungus in potato-dextrose agar medium incorporated with different concentrations of ASM (0, 1,
10, 100 and 1000 ppm) and conidium germination, through the deposition of 40 pL of the spore
suspension (10° conidios mL™) and 40 pL of ASM in different concentrations in each quadrant of
polystyrene plates. The results showed that the treatment 5 was efficient in delaying symptom
appearance, reducing in 50 % the incidence and severity of anthracnose. It induced the highest
peroxidase, chitinase and (-1,3-glucanase activities and did not modify the physical-chemical
characteristics of the fruits. In vitro, the highest concentration of ASM (1000 mg L™ i.a.) reduced
mycelial growth, but it did not influence conidium germination. The reduction of rot incidence
and severity in fruits, treated in pre-harvest and inoculated in postharvest, added to the increased
activity of enzymes related to pathogenesis suggest that the treatment 5 (ASM + azoxystrobin) can

be efficient in inducing defence mechanisms in papaya fruits.
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3.1 Introducéo

Para o controle da antracnose do mamoeiro, principal doenga da cultura, um programa
de aplicacdo de fungicidas em pré-colheita € comumente adotado, seguido por tratamentos de pds-
colheita, como o térmico e fungicidas (SNOWDON, 1990), o qual dependera das restricdes do
mercado-destino com relagdo ao uso de produtos fitossanitarios.

Uma nova ferramenta para o controle de doencas pode consistir no uso de compostos
hébeis para ativar respostas de resisténcia em plantas. O mais recente desenvolvimento neste
campo de ativadores esta relacionado a descoberta de analogos funcionais do &cido salicilico.
Neste sentido, algumas classes de indutores quimicos da resisténcia sistémica adquirida (RSA)
foram identificadas e dois compostos tém sido intensivamente estudados: o é&cido 2,6-
dicloroisonicotinico e o acibenzolar-S-metil (KESSMANN et al., 1994), este ultimo,
comercializado, no Brasil, com o nome de Bion®. Sob tal aspecto, Suo e Leung (2001)
observaram que o tratamento com ASM levou a um aumento das atividades de [3-1,3-glucanase e
quitinase nos espacos intercelulares de folhas de rosa. Um aumento na atividade destas enzimas
também foi encontrado em folhas inoculadas com Diplocarpon rosae. Entretanto, este aumento
ocorreu mais rapidamente e de forma mais intensa em folhas inoculadas que foram previamente
tratadas com o ASM, sugerindo que estas enzimas tém papel importante na restricdo do
desenvolvimento dos sintomas da doencga em folhas de rosas infectadas com o fungo. Guzzo et al.
(2004) constataram a inducdo de resisténcia local e sistémica a Hemileia vastatrix em tecidos
foliares de cafeeiro cv. Mundo Novo, pela aplicacdo de ASM a 200 pg i.a. mL™, observando-se
ainda que o produto induziu local e sistemicamente a atividade de quitinase e -1,3-glucanase. Em
morangos, 0 ASM na dose de 500 mg i.a. L™ reduziu a taxa de crescimento de Phytophthora
fragariae var. fragariae (EIKEMO; STENSVAND; TRONSMO, 2003).

Além dos indutores de resisténcia, as substancias de ocorréncia natural tornaram-se
importantes fontes de agentes antifungicos. Durante os Ultimos anos, as pesquisas concentraram-
se em dois deles, a pirrolnitrina, produzida por Pseudomonas pyrrocina, e a estrobilurina A,
produzida por Strobilurus tenacellus. Inicialmente, as aplicagdes em campo dos compostos
naturais ndo foram possiveis pelas dificuldades encontradas na produgdo em larga escala, na
volatilidade dos produtos e na instabilidade fotoquimica. Desta forma, esforcos foram
direcionados para a otimizacdo quimica destes, levando a dois fungicidas relativamente novos no
mercado (azoxistrobina e kresoxim-metil) (GULLINO; LEROUX; SMITH, 2000). Pérez et al.
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(2002) relataram que a azoxistrobina (100 g i.a. ha™) mostrou similar eficacia ao propiconazole
contra populagdes de Mycosphaerella fijiensis. Anesiadis; Karaoglanidis e Tzavella-Klonari
(2003) constataram que a azoxistrobina (8 e 16 pg i.a. mL™) mostrou atividade protetora e
curativa em beterraba contra Cercospora beticola e Erysiphe betae, provavelmente devido as
propriedades translaminar e sistémica do fungicida, além da atividade erradicante.

Atualmente, a preocupacdo mundial com relacdo a poluicdo ambiental e aos riscos a
satde promovidos pelos agrotoxicos, somado a resisténcia de patdgenos a fungicidas e a retirada
de alguns produtos do mercado, tém levado ao aumento das pesquisas envolvendo a utilizagdo de
compostos naturais e indutores de resisténcia no controle de doencas de plantas.

Com base nestes fatos, 0 objetivo deste trabalho foi avaliar os efeitos de acibenzolar-
S-metil aplicado em pré-colheita na protecdo pds-colheita de mamdo contra a antracnose e
verificar a possibilidade do agente estar exercendo efeito direto sobre o desenvolvimento de C.

gloeosporioides, através de ensaios in vitro.

3.2 Desenvolvimento
3.2.1 Reviséo Bibliografica

O acibenzolar (ester S-metil do acido benzo-(1,2,3)-tiadiazole-7-carbotidico, ASM,
BTH, Bion®, Actigard®) é talvez o mais potente ativador sintético da resisténcia sistémica
adquirida descoberto (KESSMANN et al., 1994). O ASM elicia a expressao dos mesmos genes da
RSA e de proteinas relacionadas a patogénese (proteinas-RP) ativadas pelo &cido salicilico (AS),
ndo sendo fitotoxico, além de mostrar-se efetivo na indugdo de resisténcia em mono e
dicotileddneas. O AS é um indutor de resisténcia eficiente, mas pode apresentar problemas com
estabilidade e fitotoxidade (REGLINSKY et al., 1997), enquanto o ASM, que ndo apresenta
propriedades antimicrobianas, aumenta a resisténcia das plantas as doengas, ndo causando esses
efeitos indesejaveis.

Na infeccdo sistémica, 0 AS é necessario para a transmissdo de sinais para a inducgao
de resisténcia. O ASM parece substituir o AS neste processo induzindo resisténcia sem que a
infeccéo tenha ocorrido. Em trabalho desenvolvido por Narusaka et al. (1999), com o objetivo de
comparar a inducdo de resisténcia local e sistémica em plantas de pepino tratadas com
benzotiadiazole (BTH) ou AS, demonstrou-se que a resisténcia de pepino contra Cladosporium

cucumerinum e o acumulo de quitinase foram rapidamente induzidos apos tratamento das plantas
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com ASM. Entretanto, apesar do AS proteger as plantas contra C. cucumerinum, o acumulo de
quitinase foi induzido somente nas folhas tratadas. Além disso, o acimulo desta enzima em
resposta a inoculagdo do patogeno foi induzido mais rapidamente nas plantas previamente tratadas
com ASM quando comparadas aquelas tratadas com AS.

Devido ao seu modo de acgdo, recomenda-se que o ASM seja aplicado
preventivamente. Desta forma, muitos estudos tém sido desenvolvidos utilizando plantas como
material de estudo e poucos tém procurado elucidar como 0 ASM pode atuar na resisténcia a
doengas em frutas e vegetais em pos-colheita.

O ASM foi liberado na Europa como Bion® (Syngenta Ltda, Suica) e nos Estados
Unidos como Actigard® (Syngenta, Carolina do Norte). O ASM pode ser enquadrado na definic&o
de um indutor de resisténcia, pois fornece protecdo a um amplo espectro de patdgenos, induz a
expressdo dos mesmos marcadores moleculares e bioquimicos (como as proteinas-RP) quanto os
indutores bioldgicos, e ndo apresenta atividade antimicrobiana direta (KESSMANN et al., 1994).
As conseqiiéncias deste fendbmeno incluem o impedimento da penetracdo do fruto pelo patdgeno,
possivel hidrolise de componentes da parede celular do fungo e sensibilizacdo das células do
hospedeiro para reagir mais rapidamente a infeccdo (HUANG et al., 2000). A aplicacéo pre-
colheita de ASM em morangos, nas concentracdes de 0,25 a 2 mg i.a. mL™, atrasou o
desenvolvimento de Botrytis cinerea nos frutos (TERRY; JOYCE, 2000).

O ASM é completamente sistémico, e pode ativar mecanismos de defesa contra
fungos e oomicetos (OOSTENDOREP et al., 2001), bem como a algumas bactérias (ROMERO;
KOUSIK; RITCHIE, 2001; SCARPONI; BUONAURIO; MARTINETTI, 2001) e certas viroses
(ANFOKA, 2000; PAPPU et al., 2000). Devido ao seu modo de agdo, o desenvolvimento de
patdgenos resistentes ndo é esperado, podendo propiciar novas oportunidades para 0 manejo
efetivo e sustentavel de doencas em algumas culturas (GULLINO; LEROUX; SMITH, 2000).

A aplicacdo de ASM em campo, seguida pelo tratamento pos-colheita de frutos de
mamoeiro, resultou na reducdo de cerca de 70 % da incidéncia da antracnose, observando-se
aumentos na atividade de (3-1,3-glucanase (DANTAS et al., 2004). Smith-Becker; Keen e Becker
(2003) constataram que o ASM protegeu melBes contra C. lagenarium e contra o virus do
mosaico do pepino (CMV). O produto induziu o acimulo sisttémico de quitinase, tanto nos ensaios
em casa de vegetacdo como para aqueles efetuados em campo. O ASM, a 50 ou 100 pg mL™,

proporcionou quase completa protecdo contra o fungo e atrasou a disseminacdo de CMV. Os
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autores constataram que o acimulo de quitinase aumentou com o aumento das concentracdes de
ASM, néo se detectando efeito fitotoxico do produto.

Desta forma, o ASM pode ser empregado como um método alternativo ao controle
convencional de podriddes, possibilitando a reducdo ou substituicdo dos fungicidas empregados

no controle de doencas de pos-colheita.

3.2.2 Material e Métodos
Efeito do ASM na protecao pos-colheita de mamao contra a antracnose

Para avaliar o efeito do acibenzolar-S-metil (ASM, Bion®, Syngenta) na protecdo de
mamdes contra antracnose, foram aplicados seis tratamentos em um pomar de mamé&o, com
auxilio de um pulverizador costal motorizado (Jacto, modelo PL 50), com capacidade de 13 L (=
325 mL / planta), em Linhares / ES, com o0 apoio da Agricola Caliman, sendo: 1 — Testemunha
(tratamento convencional, com aplicacOes intercaladas de azoxistrobina, clorotalonil, tiofanato
metilico, carbendazim e mancozeb); 2 - ASM (50 mg i.a. L™); 3 - ASM (100 mg i.a. L™Y); 4 -
ASM (200 mg i.a. L™); 5 - ASM (100 mg i.a. L") + azoxistrobina (160 mg i.a. L™); 6 —
Tratamento 5 + clorotalonil (2500 mg i.a. L™), aplicado de forma intercalada. O delineamento
experimental empregado foi o de blocos ao acaso, com quatro blocos constituidos de 10 plantas
como unidade experimental, sendo que foram analisados pelo menos 10 frutos por bloco. As
aplicacbes dos produtos iniciaram-se no inicio da florada, totalizando oito até 0 momento da
colheita, de acordo com o seguinte esquema: Bion® (acibenzolar-S-metil, ASM): aplicado a cada
15 dias, Amistar® (azoxistrobina): aplicado a cada 15 dias, em mistura na mesma calda com o
ASM (100 mg i.a. L™); Bravonil® (clorotalonil): aplicacdes intercaladas com o tratamento 5.

Quando os frutos atingiram a maturidade de colheita foram coletados e transportados
para 0 GEPC / ITAL, Campinas / SP, em caminhdo refrigerado (= 10 °C), onde foram inoculados
com C. gloeosporioides atraves de injegdo subcuticular, em dois pontos equidistantes, na regido
equatorial, de 15 pL da suspenséo de esporos (7x10° conidios mL™), com auxilio de uma seringa
de cromatografia. Em seguida, armazenou-se os frutos a 25 + 1 °C / 80 £ 5 %UR, sendo avaliados
diariamente quanto a incidéncia e severidade da podriddo, durante 7 dias. As medidas do didmetro
das lesdes e da incidéncia da podriddo foram utilizadas para calcular a area abaixo da curva de
progresso da doenca (AACPD), utilizando-se a equagéo:

AACPD =X [(Yi + Vi+1) / 2 X (ti+1 — ;)] (@)
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onde, y; é o diametro ou incidéncia de uma lesdo no tempo t;, em dias, € yi+1 € 0 didmetro ou
incidéncia da lesdo no tempo ti.; (DE CAPDEVILLE et al., 2002).

Procedeceu-se também a avaliagdo da atividade das enzimas peroxidase, [-1,3-
glucanase e quitinase, de acordo com as seguintes metodologias:

Extracdo das proteinas: amostras dos frutos (= 2 g) foram retiradas da casca e polpa, em diferentes

intervalos de tempo apds a inoculacdo (0, 24, 48 e 72 h), e homogeneizadas mecanicamente em
almofariz de porcelana na presenga de 10 mL de tamp&o acetato 100 mM (pH 5,0), com posterior
centrifugacédo (20.000 g / 25 min, a 4 °C). Os sobrenadantes foram coletados e utilizados para se
avaliar a atividade enzimatica e se determinar o teor de proteinas.

Atividade de peroxidase: determinada a 30 °C através de método espectrofotométrico direto, pela
medida da converséo do guaiacol em tetraguaiacol, a 470 nm (LUSSO; PASCHOLATI, 1999). A

mistura da reag@o continha 0,1 mL do extrato protéico e 2,9 mL de uma solu¢do com 250 pl de
guaiacol e 306 pl de peroxido de hidrogénio em 100 mL de tampé&o fosfato 0,01 M (pH 6,0). A
cubeta de referéncia continha 3 mL da solu¢do com 250 pl de guaiacol e 306 pl de perdxido de
hidrogénio em 100 mL de tampao fosfato 0,01 M. A atividade da peroxidase foi expressa como
atividade especifica (unidades de absorbancia min™® mg proteina™), sendo a determinacdo de

proteinas efetuada como descrito abaixo.

Atividade de quitinase: avaliada através da liberacdo de fragmentos soltveis de “CM-chitin-
RBV”, a partir de quitina carboximetilada marcada com remazol brilhante violeta
(STANGARLIN; PASCHOLATI; LABATE, 2000). Para tanto, 200 puL do extrato protéico foi
adicionado a 600 uL do mesmo tampAo de extragdo e 200 uL de “CM-chitin-RBV” (2 mg mL™).
Apos incubagdo por 45 min a 40 °C, a reacdo foi paralisada com a adi¢do de 200 pL de solugdo de
HCI 1 M, seguida de centrifugacdo a 5.000 g / 5 min, a 4 °C. A absorbancia a 550 nm do
sobrenadante foi determinada, tendo-se tampéo de extracdo na cubeta de referéncia. Os resultados
foram expressos em unidades de absorbancia min™ mg de proteina™.

Atividade de B-1,3-glucanase: avaliada através da liberacdo de fragmentos solUveis de “CM-

curdlan-RBB”. Para tanto, 200 pL do extrato protéico foi misturado com 400 pL do mesmo
tampao de extracdo e 200 pL de “CM-curdlan-RBB” (4 mg mL™). Ap6s incubac&o por 45 min a
40 °C, a reacdo foi paralisada com a adicdo de 200 pL de solugcdo de HCI 1 M, seguida de

centrifugacdo a 5.000 g / 5 min, a 4 °C. A absorbancia a 600 nm do sobrenadante foi determinada
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tendo-se tampéo de extracdo na cubeta de referéncia. Os resultados foram expressos em unidades
de absorbancia min™ mg de proteina™.

Determinacao de proteinas totais: o teste de Bradford (1976) foi empregado para a quantificacdo

do conteudo de proteinas nas amostras. Para tanto, adicionou-se a cada 0,8 mL do sobrenadante
0,2 mL do reagente de Bradford. Apds 10 min, efetuou-se a leitura da absorbancia a 595 nm em
espectrofotdbmetro. A concentracdo de proteinas, expressa em termos de equivalentes pg de
albumina de soro bovino (ASB) em 0,8 mL de amostra (ug proteina / 0,8 mL), foi determinada
utilizando-se curva padrao de concentracdes de ASB variando de 0 a 25 pg/ 0,8 mL.

Ao final do periodo de armazenamento, nove frutos de cada tratamento foram também
avaliados quanto aos parametros fisico-quimicos:
Firmeza de polpa (N): através de texturdbmetro TA-XT2, ponteira 8 mm, com distancia e
velocidade de penetracdo de 9 mm e 1 mm/s, respectivamente, efetuando-se a leitura em dois
pontos na regido equatorial dos frutos, apds a retirada da casca.
Cor da casca e cor da polpa: em colorimetro Minolta, modelo Chroma meter CR 300, sistema L*
a* b*, com seis leituras por fruto para cor de casca e duas leituras por fruto para cor de polpa.
Solidos sollveis (°Brix): determinado no suco da fruta, obtido pela centrifugacéo de trés frutos por
repeticdo, utilizando-se refratbmetro manual, marca Atago, com escala de 0 a 32 °Brix.
pH: determinado potenciometricamente em pHmetro Micronal B-274, no suco da fruta (1:9),
obtido pela centrifugagdo de trés frutos por repeticao, segundo a metodologia de Carvalho et al.
(1990).
Acidez total: determinada nas amostras anteriormente preparadas para determinacdo de pH,
empregando-se NaOH (0,1 N) para titulagcdo até atingir pH 8,1. O resultado foi expresso em g
4cido malico 100 g de amostra (CARVALHO et al., 1990).

Efeito do ASM sobre o desenvolvimento de C. gloeosporioides in vitro
Com o objetivo de verificar se 0 ASM atua diretamente sobre o desenvolvimento do
fungo, avaliou-se a germinagdo de conidios e o crescimento micelial de C. gloeosporioides
submetido as diferentes concentracdes do produto comercial Bion®. Para a avaliacdo da
germinacdo de conidios utilizaram-se placas contendo meio de cultura AA (&gar-agua), as quais
foram divididas em quatro quadrantes. Em cada quadrante depositou-se 40 puL de suspensdo
conidial (10° conidios mL™) e 40 puL de ASM em diferentes concentracdes (1, 10, 100 e 1000 mg
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ia. L™). A germinacdo dos conidios foi avaliada ap6s 10 h de incubagdo a 25 °C, sob luz
constante. O delineamento experimental contou com cinco placas por tratamento e uma placa
como unidade experimental. As avaliacbes foram realizadas contando-se 50 conidios por
quadrante. Considerou-se germinado o conidio que apresentou o tubo germinativo de tamanho
igual ou superior ao comprimento do esporo (MERCIER et al., 2001).

O efeito de diferentes concentracbes de ASM sobre o crescimento micelial foi
avaliado transferindo-se discos de micélio de 3 mm de didmetro, retirados da borda de coldnias
com 7 dias de cultivo, para o centro de placas contendo meio BDA incorporado com ASM,
previamente filtrado em filtro Millipore (0,22 pm), em diferentes concentragbes (1, 10, 100 e
1000 mg i.a. L™). As placas foram mantidas a 25 °C em incubadora tipo B.O.D., sob luz
intermitente (12 h luz / 12 h escuro) e, avaliadas diariamente medindo-se o diametro da col6nia
em duas direcBes opostas, até que o diametro da coldnia de um dos tratamentos atingisse a borda
da placa. Utilizaram-se 10 repeti¢Oes por tratamento com uma placa como unidade experimental.
Com os dados obtidos calculou-se 0 ICM (indice de crescimento micelial), de acordo com Peres et
al. (2003), através da férmula:

ICM = Co.Ny ™M + Co.Ng ™t + ..+ CoNy ! (2)

onde, C; = crescimento micelial no primeiro dia e N; = nimero de dias.

Anélise estatistica
Os dados obtidos no experimento in vivo foram submetidos a andlise de variancia, em
delineamento blocos casualizados, e comparados pelo teste de Duncan, sendo a discussdo dos
resultados efetuada a 5 % de probabilidade. Para os ensaios in vitro, submeteu-se os dados a
analise de variancia e teste de Duncan, em delineamento inteiramente casualizado. Analises de
regressao foram efetuadas quando necessario. Para tanto, empregou-se 0 programa estatistico
ESTAT.

3.2.3 Resultados e Discussao
Efeito do ASM na protecao pos-colheita de mamao contra a antracnose
Analisando-se as Figuras 3.1A e 3.2, verifica-se que a severidade das lesdes de C.
gloeosporioides nos frutos foi reduzida significativamente pelo tratamento 5, ASM +

azoxistrobina, quando comparado aos frutos testemunha, nos quais foram aplicados diferentes
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fungicidas, a partir da florada. De forma semelhante, nota-se que o tratamento 5 mostrou-se
eficiente em reduzir e atrasar o aparecimento de sintomas nos frutos (Figura 3.1B). De maneira
geral, este tratamento reduziu em mais de 50 % a incidéncia da antracnose quando comparado a
testemunha (tratamento convencional de campo). A aplicacdo de ASM, nas doses de 50, 100 e
200 mg L™ reduziu a incidéncia da antracnose em pés-colheita, porém néo diferiu
significativamente da testemunha, a qual representa os frutos tratados da forma convencional, ou

seja, aplicacdo de fungicidas registrados para a cultura.
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Figura 3.1 - Area abaixo da curva de progresso da doenca (AACPD) para a severidade (A) e incidéncia (B) da
antracnose em mamdes submetidos a diferentes tratamentos em pré-colheita: 1-Testemunha (tratamento
convencional), 2-ASM (50 mg i.a. L™), 3-ASM (100 mg i.a. L), 4~ASM (200 mg i.a. L"), 5-ASM (100
mg i.a. L™) + azoxistrobina (160 mg i.a. L™), 6-Tratamento 5 + clorotalonil (2500 mg i.a. L™), aplicado
de forma intercalada. Letras distintas representam diferenga significativa entre os tratamentos pelo teste
de Duncan (P <0,05)
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Figura 3.2 - Sintomas da antracnose em frutos provenientes de plantas tratadas em pré-colheita de forma convencional
(T1, tratamento 1), e com a mistura de ASM (100 mg i.a. L) + azoxistrobina (160 mg i.a. L™) (T5,

tratamento 5), apés 7 dias de armazenamento a 25 °C / 80 %UR

Esses resultados mostram ASM + azoxistrobina como promissores no controle da
antracnose em pos-colheita, visto que a eficiéncia dos produtos foi comparada com o tratamento
de campo com fungicidas, adotado por produtores da regido, além de ndo se observar efeito
fitotoxico dos produtos nas plantas ou frutos, devido as aplicagBes. Desta forma, pode-se inferir
que a aplicacdo de ASM é tdo ou mais eficiente que o programa convencional de aplicacdo de
fungicidas para o controle da antracnose em frutos de mamoeiro, principalmente quando em
mistura com a azoxistrobina. Entretanto, o0 modo de acdo bastante especifico da azoxistrobina
sugere a necessidade do uso racional, com o objetivo de evitar o desenvolvimento de resisténcia
de patogenos ao produto. Devemos ressaltar que os indutores de resisténcia, como 0 ASM, néo
sdo necessariamente substitutos para os fungicidas tradicionais. Seu uso em conjunto ou alternado
com estes pesticidas pode levar a reducdo do nimero de aplicacdes destes ou mesmo da taxa de
dose aplicada e, consequentemente, auxiliar no manejo de resisténcia de patdégenos, bem como na
reducdo da poluigdo ambiental e dos niveis de residuos em frutos. Sob tal aspecto, Huang et al.
(2000) relataram que a rapida penetracdo de ASM pelas folhas é seguida pela conversdo
metabolica nas plantas em um produto que transloca-se através do floema. A ligacdo a sitios

receptores provavelmente precede a ativacdo de genes e o acumulo de proteinas que diferem nas
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caracteristicas entre as diferentes espécies de plantas. Liu et al. (2005) relataram que o tratamento
pos-colheita de péssegos com ASM reduziu a incidéncia e a severidade de Penicillium expansum,
em frutos inoculados 60 h apds o tratamento, constatando-se aumento nas atividades da
fenilalanina amonia-liase, polifenoloxidase e peroxidase, bem como nos niveis de compostos
fendlicos totais e perdxido de hidrogénio, que sdo considerados importantes na resisténcia de
plantas a doencas. Por outro lado, De Almeida (2005) constatou que a imersdo de maracujas em
suspensdo de ASM (100 mg i.a. L™), seguido pela inoculacio de Colletotrichum sp. 24 h apos,
ndo resultou em controle da doenga. A natureza sisttmica e persistente de enzimas de defesa em
tecidos de plantas pode ser importante em retardar a ativacdo de infeccbes quiescentes que
tipicamente ocorrem quando a resisténcia dos tecidos declina (VENTURA; COSTA, 2002). Desta
forma, agentes alternativos de controle que promovam a inducdo de resisténcia podem ser
componentes importantes no manejo de doengas pos-colheita.

Constatou-se neste experimento que a azoxistrobina foi essencial para a maior
protecdo pos-colheita dos frutos, ndo havendo relatos que o produto atue como um ativador de
plantas. Assim, pode-se presumir que o produto atuou através de efeito residual. Porém, o
intervalo de tempo entre a Gltima aplicacdo e a inoculagdo dos frutos (60 dias), sugere que outro
mecanismo deve estar envolvido no controle da doenca.

O modo de agéo das estrobilurinas envolve a inibicdo da respiracdo mitocondrial de
patdgenos. Desta forma, espera-se que com seu novo modo de agdo, as estrobilurinas controlem
fungos que s&@o resistentes a inibidores da demetilase, fenilamidas, dicarboximidas e
benzimidazois. A azoxistrobina possui propriedades erradicante, protetora, translaminar e
sistémica, garantindo o potencial para uso como tratamento foliar, de imersdo, de solos e
sementes. Sua versatilidade e amplo espectro de atividade foram demonstrados contra uma ampla
gama de doencas economicamente importantes, como a murcha de Fusarium em ornamentais e
Alternaria mali em mac¢d (GULLINO; LEROUX; SMITH, 2000). Estudos sobre o
comportamento das estrobilurinas em plantas tém demonstrado que, além de controlar doengas,
este composto aumenta a producdo de grdos, de matéria seca, do conteddo de clorofila e de
proteina e atrasa a senescéncia dos tecidos (YPEMA; GOLD, 1999).

Wu e Tiedemann (2001) observaram que a senescéncia de plantas de trigo foi
significativamente atrasada pela aplicacéo de azoxistrobina, que induziu um aumento na atividade

da superoxido dismutase e uma redugé@o nos niveis de O,’, sendo que a atividade de peroxidase
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nas plantas tratadas com o fungicida foi duas a trés vezes maior que naquelas ndo tratadas. Os
resultados sugerem que o atraso da senescéncia induzido pelo fungicida é devido ao aumento do
potencial antioxidante protegendo as plantas das espécies reativas de oxigénio. Desta forma, a
reducdo da sintese de etileno pode ndo ser o mecanismo primario pelo qual a estrobilurinas
interferem com o0 processo de senescéncia, como sugerido previamente, mas pode ser uma
conseqiiéncia da redugdo do estresse oxidativo nos tecidos das plantas. Os elevados niveis de
H,O, exercem, possivelmente, papel chave como mensageiro secundario em induzir a expresséo
de genes antioxidantes nas plantas tratadas com o fungicida.

Sales Junior et al. (2004) constataram que os tratamentos pré-colheita de mangueiras
cv. Tommy Atkins com azoxistrobina nas dosagens de 75 e 100 mg i.a. L™ (acrescidas do
espalhante adesivo nonilfenol etoxilado a 0,05 %) e azoxistrobina na dosagem de 75 mg i.a. L™
(acrescida de 6leo mineral parafinico a 0,2 e 0,5 %), podem ser usados como alternativa eficiente
de controle da antracnose em frutos de mangueira, sempre que acompanhados de um tratamento
pos-colheita. Schutte et al. (2003), em trabalho envolvendo o controle de Guignardia citricarpa
em laranjas, constataram que a incorporagdo de estrubilurina com ASM em programas de
pulverizacdo pode reduzir o uso de outros fungicidas e consequentemente auxiliar no manejo de
resisténcia do patogeno, além de maximizar a atividade bioldgica dos fungicidas padrdes.
Portanto, e possivel que a aplica¢do de azoxistrobina tenha atrasado o processo de senescéncia dos
frutos de mamoeiro e, desta forma, estaria mantendo-os, indiretamente, mais resistentes ao
desenvolvimento de C. gloeosporioides.

A protecdo dos frutos em pos-colheita promovida pelo tratamento dos mesmos com
ASM + azoxistrobina pode ser devida, pelo menos em parte, a0 aumento da atividade de
proteinas-RP. A atividade da enzima peroxidase foi maior para o tratamento 5 (ASM +
azoxistrobina) apos 24 h da inoculacdo dos frutos (Figura 3.3A). Além desta, a -1,3-glucanase,
outra proteina-RP, apresentou os maiores valores para os frutos tratados com ASM +
azoxistrobina, 24 h apés a inoculacdo dos mesmos (Figura 3.3B). Observa-se ainda, pela Figura
3.3C, que a atividade de quitinase apresentou 0s maiores niveis para o tratamento 5, apesar de ndo
diferir de forma significativa dos demais tratamentos em todas as datas de avaliacao.

As proteinas-RP podem ser induzidas nos tecidos vegetais em funcéo da inoculagéo de
patdgenos, bem como pelo tratamento com agentes abidticos e bidticos. Essas proteinas

apresentam como caracteristica a estabilidade em pH baixo (2,8) e altas temperaturas (60-70 °C),
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resisténcia a acdo de enzimas proteoliticas, estando localizadas no vacutolo, parede celular e/ou
apoplasto (STINTIZI et al., 1993). Dentre estas proteinas encontram-se a quitinase e a (-1,3-
glucanase, as quais sdo enzimas liticas que hidrolisam a quitina e as [3-1,3-glucanas,
respectivamente, resultando na geracao de fragmentos de quitina e glucana que podem atuar como
eliciadores ndo especificos de mecanismos de defesa das plantas (LAWRENCE; JOOSTEN;
TUZUN, 1996). Essas hidrolases podem estar envolvidas no processo de defesa dos frutos contra
fungos, uma vez que os polimeros citados sdo os principais constituintes da parede celular
fangica. Além disso, a B-1,3-glucanase e a quitinase, isoladas ou em combinagdo, possuem
atividade direta antifangica in vitro (SCHLUMBAUM et al., 1986). A peroxidase catalisa a
oxidacdo e a eventual polimerizacdo de alcool hidroxicindmico em presenca de peroxido de
hidrogénio, originando lignina. As peroxidases participam da oxidacdo de compostos fendlicos, 0s
quais se acumulam em resposta a infeccdo (FRY, 1986), da biossintese de lignina (ABELES;
BILES, 1991), entre outros processos. A lignina, juntamente com celulose e outros
polissacarideos que ocorrem na parede celular das plantas superiores, funciona como uma barreira
fisica a penetragdo fungica (VANCE; KIRK; SHERWOOD, 1980).

Sob tal aspecto, Zhu et al. (2003) relataram que a RSA pode ser induzida em Carica
papaya pelo BTH (acibenzolar-S-metil). A resposta foi manifestada pelo aumento da tolerancia a
infeccdo pelo patdégeno Phytophthora palmivora, pelo aumento das atividades de (3-1,3-glucanase
e quitinase, e pelo acumulo de mRNA de uma PR1. A infec¢do de plantas ndo tratadas por P.
palmivora também induziu a atividade destas enzimas, mas em menores niveis. Posteriormente,
Qiu et al. (2004) relataram que o BTH induzia elevada atividade de enzimas hidroliticas, a
expressao de dois membros da familia de genes PR1 e a resisténcia a P. palmivora em mamé&o. A
aplicacdo foliar de ASM a 50 mg i.a. L™ no pré-florescimento de meldes, diminuiu
substancialmente a incidéncia de doencas de pos-colheita, principalmente, quando combinado
com a imersdo dos frutos em guazatina a 500 mg i.a. L™, logo ap6s a colheita (HUANG et al.,
2000).
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Figura 3.3 - Atividade de peroxidase (A), B-1,3-glucanase (B) e quitinase (C) (UA min™ mg proteina™) em frutos
provenientes de mamoeiros submetidos a diferentes concentracdes de acibenzolar-S-metil (ASM) em
pré-colheita. Letras distintas, na mesma data de avaliacdo, representam diferenca significativa entre os

tratamentos pelo teste de Duncan (P < 0,05)
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Analisando-se o0s aspectos fisico-quimicos dos frutos tratados em pré-colheita com
ASM, verificou-se que o produto ndo promoveu alteracdes fisioldgicas marcantes nos mesmos.
Pode-se observar que o tratamento 5, ASM + azoxistrobina, que reduziu significativamente a
incidéncia e a severidade da antracnose nos frutos, ndo alterou as caracteristicas fisico-quimicas
destes quando comparados a testemunha, verificado tanto nas andlises efetuadas antes da
inoculacdo dos frutos como nas realizadas apds o periodo de armazenamento sob condicéo
ambiente (Tabelas 3.1 e 3.2).

Os resultados obtidos para a cor de casca de mamdes tratados com ASM em mistura
ou ndo com azoxistrobina e clorotalonil, logo apds a colheita, encontram-se na Tabela 3.1.
Observa-se que os pardmetros L* (luminosidade), a* e b* (cromaticidade) ndo foram
influenciados de maneira significativa pelo tratamento 5 (ASM + azoxistrobina) quando
comparados aos frutos testemunha. Apds 7 dias de armazenamento a 25 °C nenhuma diferenca
significativa entre os tratamentos foi constatada para estes parametros (Tabela 3.2). Durante o
processo de amadurecimento, a luminosidade da casca tende a aumentar, fato que pode ser
verificado comparando-se as Tabelas 3.1 e 3.2. Visto que os parametros a* e b* representam,
respectivamente, a mudanga de cor para vermelho e amarelo, espera-se que durante o
amadurecimento estes valores aumentem (Tabelas 3.1 e 3.2).

Quanto a cor de polpa (Tabela 3.1) verifica-se que o parametro L* foi influenciado
pelo tratamento ASM + azoxistrobina, sendo que os frutos, no momento da colheita, apresentaram
menor valor quando comparados com os frutos testemunha e com os tratados com ASM (100 mg
i.a. L™). Ap6s o periodo de armazenamento, essas diferencas ndo mais se verificaram. Por outro
lado, os parametros a* e b* ndo foram influenciados significativamente pelos diferentes
tratamentos, quando comparados a testemunha.

Os teores de solidos soltuveis ndo foram alterados pelos diferentes tratamentos
(Tabelas 3.1 e 3.2). Nota-se que apés 7 dias de armazenamento a 25 °C / 80 %UR houve um
ligeiro decréscimo nos valores independentemente dos tratamentos (Tabela 3.2). Sob tal aspecto,
Chan et al. (1979) relataram que, com o pico climatérico, ocorrem mudancgas na composicao dos
acucares, caracterizadas pelo répido decréscimo da sacarose e aumento da glicose e frutose,
resultado da inversdo da sacarose em acucares mais simples, acarretando numa reducdo dos

acucares totais como consequiéncia da atividade metabolica do fruto.
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Quanto a acidez total dos frutos, nota-se uma reducdo de seus valores apds
armazenamento sob condi¢do ambiente (Tabelas 3.1 e 3.2), ndo havendo influencia do tratamento
ASM + azoxistrobina sobre este parametro. Sob tal aspecto, Selvaraj et al. (1982) e Paull (1993)
relataram que os &cidos organicos presentes no mamao diminuem com o amadurecimento do
fruto, sendo que os &cidos citrico e malico perfazem a maior porcentagem dos acidos encontrados,
estando presentes em quantidades praticamente iguais. Posteriormente, com o avango do processo
de amadurecimento, observa-se um ligeiro aumento da acidez que pode ser parcialmente
associado com o aumento do contetdo de &cido galacturénico, em conseqiiéncia da hidrélise da
pectina pela pectinesterase (BLEINROTH; SIGRIST, 1989). Os mesmos autores consideram
ainda que a baixa acidez e o alto teor de agucares em mamédo, conferem um sabor adocicado
predominante nestes frutos. O pH dos frutos permaneceu praticamente inalterado apds o
armazenamento ndo havendo diferencas significativas entre os tratamentos.

No momento da colheita verificou-se que os frutos tratados com ASM +
azoxistrobina, com aplicacBes intercaladas de clorotalonil, estavam menos firmes quando
comparados aos tratados com ASM (100 mg L™) e ASM + azoxistrobina, porém, nenhum dos
tratamentos diferiu significativamente dos frutos testemunha (Tabela 3.1). Estas diferencas nédo
foram constatadas apds o periodo de armazenamento dos frutos (Tabela 3.2). As substancias
pécticas sdo 0s principais componentes quimicos dos tecidos, responsaveis pelas mudangas de
textura nos frutos, com reducdo da firmeza da polpa devido ao amolecimento progressivo,
causado pela solubilizacdo de protopectinas em pectinas ou acido péctico (CHITARRA,
CHITARRA, 1990). A perda de resisténcia é acompanhada por um concomitante aumento na
atividade da poligalacturonase, pectinametilesterase e [3-galactosidase (LAZAN et al., 1989).

A reducdo da incidéncia e severidade da antracnose nos frutos provenientes de plantas
tratadas em pré-colheita e inoculados em pos-colheita evidencia que, possivelmente, o tratamento
dos frutos com ASM (100 mg i.a. L™ + azoxistrobina (160 mg i.a. L™) pode ter sido eficiente em
induzir mecanismos de defesa, como 0 aumento da atividade das enzimas peroxidase, (-1,3-
glucanase e quitinase, visto que os resultados relativos as caracteristicas fisico-quimicas dos frutos
avaliados logo apds a colheita, ndo indicam que este tratamento tenha alterado o metabolismo dos
mesmos, causando, por exemplo, o atraso do amadurecimento, o que poderia atuar indiretamente

na reducdo da antracnose em pos-colheita.



Tabela 3.1 - Caracteristicas fisico-quimicas de mamdes cv. Golden provenientes de plantas tratadas em pré-colheita, antes de serem

inoculados com C. gloeosporioides

Tratamentos® Cor da casca ¥ Cor da polpa ¥* Firmeza’ Soélidos’ pHY Acidez total’
L a b L a b (N) sollveis (g 4c. malico 100g™)

1 60,22 ab -18,40a 42/45ab 6250a 17,24a 42,16ab 88,14ab 10,4a 532a 0,13a
2 5820c -1807a 40,92b  60,20ab 16,83a 39,70b 91,44ab 10,7a 537a 012a
3 60,35ab -1743a 4309ab 6256a 17,15a 42,00ab 9812a 10,7a 538a 0,12a
4
5 58,77bc -18,15a 4141b 59,73b 16,62a 42,03ab 106,40a 10,8a 5,37a 0,11a
6 60,67a -16,96a 44,08a 6142ab 17,83a 44,05a 67,79b 111a 5,38a 0,11a

CV (%) 1,54 4,85 3,13 1,95 5,38 3,54 16,06 4,57 0,75 14,76

Y Média de 3 repetices por tratamento, com trés frutas como unidade experimental.

21 — Testemunha (tratamento convencional), 2 - ASM (50 mg i.a. L™); 3 — ASM (100 mg i.a. L™); 4 — ASM (200 mg i.a. L%); 5 — ASM (100 mg i.a. L) +
azoxistrobina (160 mg i.a. L™®); 6 — Tratamento 5 + clorotalonil (2500 mg i.a. L), aplicado de forma intercalada.
* Em colorimetro Minolta, sistema L* a* b*, onde L* representa luminosidade (O=preto a 100=branco), a* e b* cromaticidade (a=verde a a"=vermelho e, b’=azul

a b"=amarelo).

* Namero insuficiente de frutos para a realizacdo das analises fisico-quimicas, no inicio do experimento.
Meédias seguidas da mesma letra, na coluna, ndo diferem significativamente entre si pelo teste de Duncan (P < 0,05).

»
I



Tabela 3.2 - Caracteristicas fisico-quimicas de mamdes cv. Golden provenientes de plantas tratadas em pre-colheita, apds 7 dias de
armazenamento sob condi¢do ambiente (25 °C / 80 %UR)

Tratamento’ Cor da casca ¥ Cor da polpa ¥ Firmeza” Solidos’  pH’ Acidez total’
L a b L a b (N) soltveis (g 4c. malico 100g™)

1 71,28a 7,89a 64,74a 5820a 18,75a 4542a 3,88a 10,2 a 535a 0,07 b

2 7160a 855a 6510a 57,70a 19,35a 4559a 3,70 a 10,2 a 521a 0,09 ab
3 72,0la 756a 64,72a 59,48a 18,73a 46,30a 4,66a 10,2 a 523a 0,08 ab
4 7193a 8,69a 64,31a 57,92a 18,68a 44,98a 3,52 a 10,1a 531a 0,10a

5 7158a 8,02a 6350a 59,07a 1829a 46,20a 440a 10,0 a 533a 0,09 ab
6 70,58a 880a 6502a 59,62a 19,02a 46,26a 4,28a 10,1 a 530a 0,08 ab

CV (%) 2,09 17,39 2,31 2,28 3,75 2,39 20,64 4,62 1,38 6,11
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Efeito do ASM sobre o desenvolvimento de C. gloeosporioides in vitro

Observa-se pela Tabela 3.3, que 0 ASM exerceu efeito sobre o desenvolvimento de
C. gloeosporioides somente em concentracio elevada (1000 mg i.a. L™). Sendo considerado um
indutor de resisténcia, o0 ASM foi aplicado em campo em doses menores e, desta forma, nao
estaria influenciando diretamente sobre o desenvolvimento do patdgeno, corroborando com as
evidéncias de que o produto teria atuado no controle do patégeno através da inducdo de
mecanismos de defesa nos frutos. Terry e Joyce (2000) observaram que o crescimento micelial de
B. cinerea foi progressivamente reduzido com o aumento da concentracdo de ASM de 50 a 2000
mgi.a. L™

A germinacdo de conidios do fungo ndo foi influenciada por nenhuma das
concentragdes do produto (Tabela 3.3). De forma semelhante, De Almeida (2005) constatou que
o ASM, nas doses de 12,5 a 100 mg i.a. L™, ndo reduziu a germinacdo de conidios de
Colletotrichum sp. Por outro lado, Osswald et al. (2004) constataram que 0 ASM, em baixas
concentracdes (5 a 200 mg i.a. L™), inibiu o crescimento micelial, a germinagdo de esporos, e a
formacdo do tubo germinativo e do apressorio de C. sublineolum. Os autores concluiram que o
ASM pode atuar na interacdo entre sorgo e C. sublineolum como um composto fungitoxico e
simultaneamente como um indutor de resisténcia, ja que induziu o acumulo da fitoalexina

apigeninidina em mesocotilos de sorgo.

Tabela 3.3 - indice de crescimento micelial (ICM) e germinagéo de conidios de Colletotrichum

gloeosporioides sob diferentes concentrac@es de acibenzolar-S-metil, a 25 °C

Concentracdes (mg L™) ICM Germinacéo (%)
0 7,89 a 89,2 ab
1 8,43 a 84,2 b
10 8,24 a 85,0b
100 7,66 a 93,8a
1000 4,55b 91,0 ab
C.V. (%) 3,91 6,72

Médias seguidas da mesma letra, na coluna, ndo diferem significativamente entre si pelo teste de Duncan (P < 0,05).
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3.3 Conclusdes

A aplicacdo em pré-colheita de ASM, principalmente em mistura com azoxistrobina,
é eficiente na protecdo dos frutos de mamoeiro em po6s-colheita contra a antracnose, reduzindo a
incidéncia e a severidade da doenca e induzindo os maiores niveis de atividade das proteinas-RP,
B-1,3-glucanase, quitinase e peroxidase. Alem disso, 0 ASM néo influencia diretamente no
desenvolvimento de C. gloeosporioides, quando em baixas concentragdes. Assim, o0 ASM pode
auxiliar no manejo da antracnose em frutos de mamoeiro, atuando, possivelmente, como um

indutor de resisténcia.
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4 APLICACAO DE ACIDO ACETICO PARA O CONTROLE POS-COLHEITA DA
ANTRACNOSE EM MAMAO

Resumo

Atualmente é crescente 0 numero de pesquisas com a utilizacdo de agentes
alternativos de controle de podriddes pos-colheita, e entre estes o acido acético tem-se mostrado
efetivo no controle de patdgenos em varias frutas. O objetivo deste trabalho foi avaliar os efeitos
do acido acético no controle in vivo e in vitro de C. gloeosporioides, agente causal da antracnose,
principal doenca po6s-colheita do mamdo, e investigar seus efeitos no controle da doenca quando
aliado ao tratamento térmico e ao fungicida. No ensaio in vitro, avaliou-se 0 crescimento
micelial, através da transferéncia de um disco de micélio (3 mm) para o centro de placas
contendo meio batata-dextrose-agar, as quais foram expostas, por volatilizacdo, a diferentes
concentragBes do acido em tambores herméticos, por 30 min a 25 °C, e a germinagéo de conidios,
ap6s a deposicdo de 40 pL da suspenséo de esporos (10° conidios mL™) em quatro quadrantes
para cada placa de poliestireno. No ensaio in vivo, mamdes cv. Golden foram inoculados através
de injecdo subcuticular de 15 pL da suspensdo de esporos (8x10° conidios mL™), com o auxilio
de uma seringa de cromatografia e, apds 10 h, submetidos a diferentes concentra¢des do acido
acético (0; 2,5; 5; 10; 20 e 40 pL L™). Para avaliar a possibilidade de inducdo de resisténcia pelo
acido acético, mamdes foram também inoculados apos 24, 48 e 72 h do tratamento com a dose de
2,5 uL L™ O tratamento térmico dos frutos (49 °C / 20 min), aliado ou ndo a aplicacdo de
fungicida (tiabendazol) e/ou ao 4cido acético (2,5 pL L™), foi também investigado para o controle
da antracnose. Os frutos foram armazenados a 25 °C / 80 %UR por 7 dias e, avaliados
diariamente medindo-se o didmetro das lesdes e a incidéncia da antracnose. Os resultados
evidenciaram que todas as concentracdes testadas exerceram efeito germicida sobre o
crescimento micelial e a germinacdo dos conidios de C. gloeosporioides. A concentracdo de 2,5
uL L™ mostrou-se eficiente em reduzir a severidade e, principalmente, a incidéncia das lesdes nos
frutos. No entanto, esta dose ndo protegeu os frutos contra a antracnose quando estes foram
inoculados apo6s o tratamento, e ndo exerceu efeito aditivo no controle da doenca quando
combinado ao tratamento térmico e/ou ao fungicida. Além disso, doses acima de 5 pL L™

causaram danos nos frutos. Desta forma, o &cido acético (2,5 puL L™) pode ser uma opgéo viavel
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ou complementar ao uso de outros tratamentos pos-colheita para o controle da antracnose em

mamao.

Abstract

Today, researches on the use of alternative agents for postharvest disease control are
increasing and among then the acetic acid has been effective on pathogen control in fruits. The
objective of this work was to evaluate the effect of acetic acid on the in vitro and in vivo control
of C. gloeosporioides, causal agent of anthracnose, the main postharvest disease of papaya fruits,
and to investigate their effects on the disease control when combined to the thermal treatment and
fungicide. In the in vitro assay, mycelial growth was evaluated through the transference of a
mycelia disc (3 mm) to the center of petri dishes with potato-dextrose agar medium. The plates
were exposed to different concentrations of acetic acid by fumigation, inside hermetic chambers,
for 30 min at 25 °C. Conidium germination was determined after deposition of 40 pL of the spore
suspension (10° conidium mL™) in four quadrants for each polystyrene plate having agar-water
medium. In the in vivo assay, papaya fruits cv. Golden were inoculated through subcuticular
injections of 15 pL of spore suspension (8x10° conidium mL™), with the aid of a chromatography
syringe and, after 10 h, fruits were submitted to different concentrations of acetic acid (0, 2.5, 5,
10, 20 and 40 pL L™). Papaya fruits were also inoculated 24, 48 or 72 h after inoculation to
evaluate the possibility of resistance induction by acetic acid. The thermal treatment of the fruits
(49 °C / 20 min), combined or not with the fungicide application (thiabendazole) and/or with the
acetic acid (2,5 pL L™), it was also investigated for the control of the anthracnose. The fruits
were stored at 25 °C / 80 %RH for 7 days and, evaluated for the lesions diameter and the
incidence of the anthracnose, daily. Results showed that all the acetic acid concentrations
exhibited germicidal effect on the mycelial growth of C. gloeosporioides and on the conidium
germination. At 2.5 pL L™, acetic acid was efficient in reducing the severity and, mainly, the
incidence of anthracnose. However, this dose did not protect the fruits against anthracnose when
papaya fruits were inoculated after the treatment, and it did not exhibit additional effect on the
disease control when combined to the thermal treatment and/or to the fungicide. Moreover, doses
above of 5 pL L™ caused fruit damages. Thus, acetic acid (2.5 pL L™) can be a viable option or
complement to the use of other postharvest treatments for the control of anthracnose in papaya

fruits.
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4.1 Introducao

Apesar da auséncia de dados sobre a magnitude das perdas resultantes de doengas que
afetam frutas durante o periodo de pos-colheita, sabe-se que esta varia de 10 a 50 %,
principalmente nos paises em desenvolvimento, onde as tecnologias empregadas durante as fases
de colheita, manuseio, transporte e comercializacdo sado bastante precarias.

Um dos fatores que afeta a qualidade pos-colheita do mamao e que esta diretamente
relacionado a quantidade de perdas, é a ocorréncia de podriddes, dentre as quais destaca-se a
antracnose, causada por Colletotrichum gloeosporioides (SNOWDON, 1990). Torna-se
indispensavel, portanto, o tratamento pés-colheita dos frutos visando a prevencdo de infec¢des
fungicas. Os fungicidas sdo bastante Uteis para a reducdo destas perdas, mas podem deixar
residuos nos frutos, além de estarem associados com riscos oncogénicos (WILSON et al., 1991).
Além do manejo da doenca efetuado em pré-colheita através da aplicacdo de fungicidas
registrados para a cultura, o tratamento térmico é comercialmente empregado em maméo, a 49 °C
por 20 min, visando o controle, principalmente, da antracnose e da podriddo peduncular. O
tratamento térmico, embora apresente alta eficiéncia no controle de podriddes pos-colheita de
diversas frutas, tem a desvantagem de n&o ter efeito residual, requerendo uma combinagdo com
outros métodos de controle, no caso de produtos destinados a longo periodo de armazenamento.
Assim, este tratamento torna-se mais eficiente quando seguido pela aplicacdo de um fungicida,
como o tiabendazol.

Neste sentido, pesquisas vém sendo desenvolvidas visando o desenvolvimento de
técnicas alternativas de controle de doencas de pds-colheita, como, por exemplo, 0s compostos
naturais. Dentre estes, 0 acido acético (AA) tem se mostrado bastante promissor no controle de
diferentes patdgenos de pds-colheita em diferentes frutas. Além disso, o AA é consumido pela
populacdo, estando presente em concentracdo = 4 % no vinagre, produto da acetificacdo de
solucdes alcodlicas derivadas de agUcar ou amido. Desta forma, a utilizagdo de compostos
organicos para o controle de podriddes pos-colheita pode ser uma alternativa para a reducgdo ou
substituicdo dos fungicidas sintéticos. Sob tal aspecto, Sholberg e Gaunce (1995) demonstraram
que baixas concentragdes de AA, aplicado por volatilizagéo, foram extremamente efetivas para o
controle de Botrytis cinerea em magcd, sem haver efeito fitotoxico nos frutos. A aplicagdo de AA
também reduziu a incidéncia da podriddo causada por B. cinerea de 94 % para 2 %, em uva,
prolongando em 2 meses o armazenamento da fruta (MOYLS; SHOLBERG; GAUNCE, 1996).
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Sholberg et al. (2000), trabalhando com Vvérios vinagres comuns contendo de 4,2 a 6 % de AA,
observaram que o tempo e a temperatura de vaporizacgao, a concentracao do acido e de in6culo na
superficie do fruto, podiam influenciar a eficiéncia do controle. Nesse trabalho, demonstrou-se
que o vapor de vinagre branco, contendo 5 % de AA, reduziu de 50 % para 1,4 % a podriddo de
B. cinerea em morangos.

Apesar de atuar diretamente no controle de alguns microrganismos, a possibilidade de
inducdo de mecanismos de resisténcia nos tecidos de uva cv. Italia foi sugerida por Camili
(2004), que demonstrou que o tratamento de cachos de uva com AA anteriormente a inoculagéo
de B. cinerea, mostrou resultados satisfatdrios na reducao do indice de doenga nos frutos.

Desta forma, o objetivo deste trabalho foi investigar os efeitos do acido acético,
aplicado por volatilizacdo, sobre o desenvolvimento de C. gloeosporioides, e avaliar a
possibilidade do composto ser usado para o controle da antracnose em maméao quando aliado ou

ndo ao tratamento térmico e ao fungicida.

4.2 Desenvolvimento
4.2.1 Revisdo Bibliogréafica

A fumigacédo ndo é amplamente utilizada como um método de controle de doencas de
pos-colheita de frutas e vegetais, apesar de os fumigantes possuirem importantes propriedades
que os tornam particularmente Uteis para prevenir doencas causadas por fungos. Os fumigantes
penetram em areas inacessiveis aos pesticidas liquidos e exercem seu efeito somente durante o
periodo de exposi¢do deixando pouco ou nenhum residuo (SHOLBERG et al., 2004).

H& algumas vantagens na utilizacdo do &cido acético para o controle de podriddes. O
mesmo € um composto natural, possui pouco ou nenhum perigo residual a baixos niveis, 0s quais
geralmente sdo eficientes para matar os esporos fungicos. Além disso, é barato quando
comparado a outros fumigantes como o acetaldeido, e pode ser utilizado em baixas concentracfes
(TRIPATHI; DUBEY, 2004).

O efeito inibitdrio do AA sobre microrganismos ndo é somente devido ao pH, pois o
AA ndo dissociado pode penetrar as células microbianas para exercer seu efeito toxico. As
moléculas ndo dissociadas de AA passardo facilmente através da membrana dos conidios sobre a
superficie dos frutos e os inativardo ou matardo pela reducdo do pH do protoplasma celular

(SHOLBERG et al., 2000). Os mesmos autores relataram que o AA impediu a germinacdo de
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conidios de Monilinia fructicola, B. cinerea e Penicillium expansum. Sholberg et al. (2004)
observaram que a vaporizacdo de péras com vapor de AA mostrou-se bastante efetiva na
desinfeccdo dos frutos contra B. cinerea e Penicillium spp. A auséncia de esporos na superficie
do fruto resultaria em niveis menores de doenca, pois os ferimentos ndo se tornariam infectados a
menos que fossem contaminados com uma nova fonte de indculo.

Além destes, varios resultados positivos quanto a utilizacdo do AA para o controle de
podriddes pds-colheita foram relatados. Sholberg; Cliff e Moyls (2001) constataram que a
vaporizacdo de AA em magcés reduziu a incidéncia de P. expansum nos frutos sem alterar as
caracteristicas organolépticas dos mesmos, além de mostrar-se tdo efetivo quanto o fungicida
tiabendazol na reducdo da doenca. Liu; Chu e Zhou (2002) observaram que a aplicacdo de AA
em damascos e ameixas reduziu a incidéncia da podriddo parda (M. fructicola) nos frutos.
Sholberg e Gaunce (1995) demonstraram que 2,5 puL L™ de &cido acético glacial preveniu
totalmente a podriddo de P. expansum em magcés, a 20 °C. O vapor de vinagre contendo 4 a 6 %
de &cido acetico foi também efetivo na prevencdo de doengas se usado em quantidade
aproximadamente 20 vezes maior do que as comumente utilizadas no emprego do acido acético
puro (SHOLBERG et al., 2000).

Apesar dos diferentes relatos demonstrarem a atuacgdo direta do AA no controle de
alguns microrganismos, a possibilidade de indugdo de mecanismos de resisténcia foi sugerida por
Camili (2004), que demonstrou que o tratamento de cachos de uva cv. Itdlia com AA
anteriormente a inoculacdo de B. cinerea, mostrou resultados satisfatorios na redugdo do mofo
cinzento.

Finalmente, para que o &cido acético possa ser utilizado no controle de podriddes pés-
colheita é necessario que sua concentracdo seja cuidadosamente controlada, pois o produto pode
causar danos a superficie dos frutos, causando o escurecimento da casca, como observado por

Sholberg (1998) em cerejas e por Sholberg e Gaunce (1996) em péssegos.

4.2.2 Material e Métodos
Efeito do &cido acético no controle de C. gloeosporioides in vivo
Mamdes cv. Golden, provenientes de Linhares / ES, foram transportados, em
caminhao refrigerado (10 °C), ao GEPC / ITAL, Campinas / SP, onde foram selecionados

quanto a tamanho, coloracéo e auséncia de defeitos e, em seguida, inoculados com o auxilio de
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uma seringa de cromatografia, em dois pontos opostos, na regido equatorial, com 15 pL da
suspensdo conidial de C. gloeosporioides (8x10° conidios mL™) (GUPTA; PATHAK, 1990),
obtida pela quantificacdo de conidios determinada pela contagem em hemacitdmetro. Apos 10 h
da inoculagéo, os frutos foram colocados em tambores herméticos de 200 L, com circulagdo de
ar, onde foram expostos a diferentes concentra¢des do acido acético glacial (densidade=1,05 g
mL™), depositado em placas de petri. Utilizaram-se as concentragdes de 0; 2,5; 5; 10; 20 e 40 uL
L?, as quais foram aplicadas pela volatilizagdo do produto, durante 30 min, a 25 °C. O
delineamento experimental foi o inteiramente casualizado, com 5 repeti¢des contendo 3 frutos
como unidade experimental. Para avaliar a possibilidade de inducdo de resisténcia pelo &cido,
mamdes foram também inoculados apds 24, 48 e 72 h do tratamento na dose de 2,5 pL L. Para
tanto, os frutos foram mantidos a 10 £ 1 °C / 90 + 5 %UR até que fossem tratados. Apds o
tratamento, os frutos permaneceram a 25 + 1 °C / 80 = 5 %UR até o momento da inoculacéo e
durante o periodo de avaliagdo. Os frutos testemunha ndo foram expostos aos volateis do acido.
Neste caso, adotou-se o delineamento experimental inteiramente casualizado, em arranjo fatorial
2 x 3, com 5 repeti¢6es contendo 4 frutos como unidade experimental.

As avaliagOes foram realizadas diariamente medindo-se o didmetro das lesfes e a
incidéncia da podridao. Essas medidas foram utilizadas para calcular a &rea abaixo da curva de
progresso da doenga (AACPD), utilizando a equacéo:

AACPD = Z [(Yi *+ Yi+1) / 2 X (ti+1 — ti)] Q)
sendo, y; o0 didmetro ou incidéncia de uma lesdo no tempo ti, em dias, e yi+1 0 didmetro ou
incidéncia da les&o no tempo tj+; (DE CAPDEVILLE et al., 2002).

Ao final do periodo de avaliacdo 5 frutos de cada tratamento foram também avaliados
quanto aos parametros fisico-quimicos:

Firmeza de polpa (N): através de texturbmetro TA-XT2, ponteira 8 mm, com distancia e
velocidade de penetracdo de 9 mm e 1 mm/s, respectivamente, efetuando-se a leitura em dois
pontos na regido equatorial dos frutos, apos a retirada da casca.

Cor da casca e cor da polpa: em colorimetro Minolta, modelo Chroma meter CR 300, sistema L*
a* b*, com seis leituras por fruto para cor de casca e duas leituras por fruto para cor de polpa.
Solidos soluveis (°Brix): determinado no suco da fruta, obtido pela centrifugacdo de um fruto por

repeticdo, utilizando-se refratdbmetro manual, marca Atago, com escala de 0 a 32 °Brix.
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pH: determinado potenciometricamente em pHmetro Micronal B-274, no suco da fruta (1:9),
obtido pela centrifugacdo de um fruto por repeticdo, segundo a metodologia de Carvalho et al.
(1990).
Acidez total: determinada nas amostras anteriormente preparadas para determinacdo de pH,
empregando-se NaOH (0,1 N) para titulacdo até atingir pH 8,1. O resultado foi expresso em g
4cido malico 100 g™* amostra (CARVALHO et al., 1990).

Para se avaliar os efeitos do AA, em combinagdo com o tratamento térmico e/ou
fungicida, no controle da antracnose, os frutos foram também inoculados com 15 pL da

suspensdo conidial de C. gloeosporioides (6x10°
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circulacdo de ar, onde foram expostas as diferentes concentracfes do acido acético (0; 2,5; 5; 10;
20 e 40 pL L™, por volatilizagdo, durante 30 min, a 25 °C. A germinacdo dos conidios foi
avaliada apds um periodo de incubagdo de 10 h a 25 °C, sob luz constante. O delineamento
experimental contou com 5 placas por tratamento e uma placa como unidade experimental. As
avaliacdes foram realizadas contando-se 50 conidios por quadrante. Considerou-se germinado o
conidio que apresentou o tubo germinativo de tamanho igual ou superior ao do comprimento do
esporo (MERCIER et al., 2001).

O efeito de diferentes concentracdes do acido acético sobre o crescimento micelial foi
avaliado transferindo-se discos de micélio de 3 mm de didmetro, retirados da borda de coldnias
com 7 dias de cultivo, para o centro de placas contendo meio BDA, as quais, apds 4 horas, foram
submetidas aos mesmos tratamentos utilizados para a avaliacdo da germinacdo. As placas foram
mantidas a 25 °C em incubadora tipo B.O.D., sob luz intermitente (12 h luz / 12 h escuro), e
avaliadas diariamente medindo-se o didmetro da colonia em duas direcGes opostas, até que o
didmetro da coldnia de um dos tratamentos atingisse a borda da placa. Utilizaram-se 8 repeti¢des

por tratamento com uma placa como unidade experimental.

Andlise estatistica
Os dados obtidos nos experimentos foram submetidos & andlise de variancia e
comparados pelo teste de Tukey, em delineamento inteiramente casualizado e, a discussdo dos
resultados foi efetuada a 5 % de significancia. Para tanto, utilizou-se o programa estatistico
ESTAT.

4.2.3 Resultados e Discusséo
Efeito do acido acético no controle de C. gloeosporioides in vivo

Observa-se pela Figura 4.1 que a concentragdo de 2,5 pL L™ do é4cido acético foi
eficiente em reduzir o didmetro das lesdes de C. gloeosporioides, bem como a incidéncia da
antracnose nos frutos inoculados antes dos tratamentos. Nota-se ainda que a maior dose testada
(40 pL L™) acarretou no aumento da incidéncia da doenca. Possivelmente, esta constatacdo seja
devida a escaldadura causada nos frutos pelas doses de 5, 10, 20 e 40 pL L™, com incidéncia de
30, 40, 90 e 100 %, respectivamente, apds os 7 dias de armazenamento sob condi¢cdo ambiente.

Os danos causados nos frutos foram caracterizados por manchas deprimidas e escuras
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distribuidas por toda a casca (Figura 4.2). A injuria promovida pelo &cido pode ter predisposto o0s

frutos a uma maior incidéncia da podriddo, por facilitar o desenvolvimento do patégeno.
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Figura 4.1 - Area abaixo da curva de progresso da doenca (AACPD) para os valores de severidade (mm) (A) e de
incidéncia (% de ocorréncia) (B) de antracnose em mamdes inoculados com C. gloeosporioides 10 h
antes dos tratamentos com diferentes concentrages (UL L™) de é4cido acético. Letras distintas

representam diferenca significativa entre tratamentos pelo teste de Tukey (P < 0,05)

Figura 4.2 — Sintomas de danos na casca de mamdes inoculados com C. gloeosporioides e expostos a diferentes

concentracdes (UL L) de acido acético , aplicado por volatilizagio
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Outros trabalhos indicam que a fitotoxicidade causada pelo AA pode constituir-se em
problema. Por exemplo, Sholberg (1998) demonstrou que o tratamento de cerejas com AA pode
causar sintomas de manchas deprimidas nos frutos. De forma semelhante, Sholberg e Gaunce
(1996) relataram que o &cido acético pode causar escurecimento em péssegos se a concentragdo
aplicada ndo for cuidadosamente controlada. Por outro lado, resultados positivos quanto a
utilizacdo do &cido acético para o controle de podriddes pos-colheita foram relatados para varios
frutos, como damascos, ameixas, uvas e macas, contra diferentes patdgenos, como P. expansum,
M. fructicola e B. cinerea (LIU; CHU; ZHOU, 2002; MOYLS; SHOLBERG; GAUNCE, 1996;
SHOLBERG; CLIFF; MOYLS, 2001).

A avaliacdo dos frutos quanto aos parametros fisico-quimicos revelou que a maior
concentracéo do &cido testada (40 puL L™), a qual causou a maior incidéncia de escaldadura nos
frutos, alterou algumas caracteristicas fisico-quimicas destes (Tabelas 4.1 e 4.2). Os frutos
tratados com esta concentracdo estavam com pH mais baixo e acidez total mais elevada apds 7
dias de armazenamento, quando comparados aos frutos testemunha. Por outro lado, nenhuma das
concentrac@es alterou os parametros sélidos soltveis e firmeza.

Quanto a cor de casca (Tabela 4.2) observa-se que os parametros L*, a* e b* foram
significativamente influenciados pela maior dose do &cido, estando os frutos mais escuros e
verdes devido a escaldadura promovida por esta dose. Quanto a cor de polpa, nota-se que nao
houve efeito do &cido acético sobre os parametros L*, a* e b*. Apesar do acido acético ndo
alterar a cor interna dos frutos, pode-se inferir que doses elevadas do produto podem
comprometer a qualidade dos mesmos, impedindo que amaduregam normalmente, prejudicando,
principalmente, a aparéncia externa. Sob tal aspecto, Sholberg; Reynolds e Gaunce (1996)
constataram que a aplicacdo de AA em uvas, por volatilizacdo, ndo alterou as caracteristicas
fisico-quimicas dos frutos (solidos solUveis, acidez total, pH e cor de casca), além de ser efetiva
no controle de B. cinerea e P. expansum.

Desta forma, a dose de 2,5 uL L™, aplicada em mamdao por volatilizacéo, pode ser
uma opcao vidvel ou complementar ao uso de outros tratamentos pos-colheita, como o tratamento
térmico ou o fungicida para o controle de C. gloeosporioides, pois ndo alterou as caracteristicas
fisico-quimicas dos frutos e mostrou-se efetiva na reducdo da incidéncia e da severidade da

antracnose.
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Tabela 4.1 - Pardmetros fisico-quimicos de mamdes cv. Golden tratados com diferentes
concentracdes de 4cido acético (UL L™), por volatilizacdo, e avaliados apés 7 dias

de armazenamento a 25 °C / 80 %UR

Sélidos solaveis pH Acidez total Firmeza
Tratamentos (°Brix)* (g 4c. malico 100g™) (N)
Dia 0 11,0 5,67 0,07 110,66
Testemunha 11,4 ab 543a 0,06 b 2,78 a
2,5 10,5b 5,37 a 0,06 b 295a
5 11,2 ab 5,36 a 0,07 a 191a
10 11,1 ab 5,40 a 0,07 a 190a
20 11,0 ab 5,44 a 0,08 a 2,38a
40 118a 528D 0,08 a 2,76 a
C.V. (%) 6,12 1,10 11,33 23,66

*Meédia de cinco frutos por tratamento.
Médias seguidas da mesma letra, na coluna, ndo diferem significativamente entre si, pelo teste de Tukey (P < 0,05).

Tabela 4.2 - Cor de casca e de polpa de mamdes cv. Golden tratados com diferentes
concentracdes de 4cido acético (uL L™), por volatilizacdo, e avaliados ap6s 7 dias de
armazenamento a 25 °C / 80 %UR

Cor de casca™’ Cor de polpa*Y
Tratamentos L a b L a b
Dia0 63,76 -18,40 43,84 62,64 19,08 42,64
Testemunha 71,88 a 9,36 a 67,05 a 59,49 a 18,52 a 45,86 ab
2,5 71,64 ab 9,42 a 66,15 a 59,44 a 17,90 a 47,71 a
5 70,78 ab 9,27 a 65,63 ab 58,52 a 16,87 a 43,20b

10 70,04 b 9,14a 64,45 ab 58,63 a 18,21a 45,64 ab
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incidéncia da doenga em frutos armazenados sob condi¢cdo ambiente observa-se que todos 0s
tratamentos foram eficientes em reduzir o aparecimento de lesdes nos frutos, ndo havendo efeito
aditivo entre eles (Figura 4.3B). Por outro lado, constatou-se que o armazenamento dos frutos sob
refrigeracdo, apds serem inoculados e tratados, ndo foi eficiente em inibir totalmente o
desenvolvimento de C. gloeosporioides (Figuras 4.3C e 4.3D). Observou-se que ap0s 0 periodo
de 15 dias sob refrigeracéo, quando se efetuou a transferéncia dos frutos para condigdo ambiente,
estes ja apresentavam as lesdes em inicio de desenvolvimento, sendo que ap6s o periodo de
armazenamento a 25 °C, somente o tratamento térmico reduziu, ainda que ligeiramente, a
severidade e a incidéncia da antracnose nos frutos. Sob tal aspecto, Couey; Alvarez e Nelson
(1984) relataram que fungicidas benzimidazois, como o benomil e o tiabendazol, sdo eficientes
no controle da antracnose do mamoeiro, quando aplicados em condi¢fes de campo ou em pos-
colheita. No entanto, trabalhos mais recentes envolvendo o controle da antracnose em maméo
tém revelado a ineficiéncia dos benzimidazois aplicados em pds-colheita (LIBERATO,;
TATAGIBA, 2001).

O tratamento térmico de maméao, por aspersdo, a 54°C por 3 minutos mostrou-se
efetivo no controle de podriddo peduncular e antracnose tanto quanto o tratamento por imerséo a
48°C por 20 minutos (COUEY; ALVAREZ; NELSON 1984). Silva (1993), em trabalho sobre os
efeitos do tratamento térmico in vitro e in vivo sobre 0s principais agentes patogénicos dos frutos
de mamoeiro, relatou que Colletotrichum, Phoma, Phomopsis e Rhizopus sdo os patdgenos mais
sensiveis aos tratamentos térmicos (49 °C / 20 min e 54 °C / 3 min) realizados in vitro. O teste in
vivo mostrou que o tratamento térmico a 49 °C / 20 min reduziu significativamente a incidéncia
das podriddes de Lasiodiplodia, Colletotrichum, Phoma e Rhizopus em frutos de mamoeiro
inoculados, com menor efeito sobre a incidéncia de Fusarium. O tratamento de mamaéo cv.
Kapoho Solo com ar for¢ado a 48,5 °C por 3 a 4 h ndo reduziu significativamente a incidéncia de
podriddes, no entanto, quando combinado com tiabendazol (4 g L™) ou com tratamento
hidrotérmico (49 °C / 20 min), a incidéncia de podriddes foi reduzida (NISHIJIMA et al., 1992).
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Figura 4.3 — Area abaixo da curva de progresso da doenca (AACPD) para severidade (A e C) e incidéncia (B e D) da
antracnose em mamdes inoculados com C. gloeosporioides 10 h antes dos frutos serem tratados
termicamente (49 °C / 20 min), combinado (TTF) ou ndo (TT) com fungicida (tiabendazol, 1000 pL L™)
e, com acido acético (A, 2,5 puL L), aliado ao tratamento térmico (AT) e ao fungicida (ATF). Os frutos
foram armazenados sob condicdo ambiente (A e B) ou sob refrigeracdo, seguido por periodo de
comercializagdo simulada (C e D). Os frutos testemunha (T) foram tratados com agua. Letras distintas

representam diferenga significativa entre os tratamentos (P < 0,05)

Na Figura 4.4 encontram-se demonstrados os efeitos do acido acético sobre o
desenvolvimento das lesdes de C. gloeosporioides, inoculado em diferentes intervalos de tempo
(24, 48 e 72 h) ap6s o tratamento dos frutos. Nota-se que o &cido acético (2,5 pL L™) néo exerceu
efeito significativo na redugédo do didmetro e da incidéncia das lesGes, ou seja, provavelmente ndo
estimulou respostas de defesa nos frutos. N&do houve interacdo significativa entre o acido acético

e o intervalo de tempo entre o tratamento e a inoculacdo dos frutos.
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Figura 4.4 - Area abaixo da curva de progresso da doenca (AACPD) para os valores de diametro das lesdes (mm) (A)
e incidéncia (% de ocorréncia) da antracnose (B) em mamdes inoculados com C. gloeosporioides 24,
48 ou 72 h ap6s tratamento dos frutos com acido acético (2,5 pL L™?). Test. = testemunha (frutos n&o

expostos ao AA) e AA = frutos expostos ao 4cido acético, por volatilizagdo

Efeito do &cido acético sobre o desenvolvimento de C. gloeosporioides in vitro

O efeito de diferentes concentraces do acido acético sobre o crescimento micelial de
C. gloeosporioides pode ser observado na Figura 4.5. Todas as doses aplicadas, por volatilizacéo,
impediram o desenvolvimento do micélio do fungo. Da mesma forma, a germinacdo de conidios
de C. gloeosporioides foi totalmente suprimida pelas diferentes doses de &cido acético
empregadas, sendo que somente os conidios ndo tratados germinaram ap6s 10 h, a 25 °C (86 %
de germinacdo, dados ndo mostrados). Sob tal aspecto, Sholberg et al. (2000) relataram que o
acido acético impediu a germinagdo de conidios de M. fructicola, B. cinerea e P. expansum em
péssegos, morangos e macas, respectivamente. Estes resultados mostram que o acido acético

exerce efeito sobre C. gloeosporioides, podendo explicar os resultados obtidos no ensaio in vivo,
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germinacgéo de conidios de C. gloeosporioides. No entanto, esta dose ndo exerce efeito aditivo no

controle da doenca quando combinada ao tratamento térmico.
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5 APLICACAO DE QUITOSANA PARA O CONTROLE POS-COLHEITA DA
ANTRACNOSE EM MAMAO

Resumo

A antracnose destaca-se como a principal doenca de pos-colheita dos frutos do
mamoeiro, fazendo-se necessario a ado¢do de medidas de controle tanto em pré quanto em pos-
colheita. Atualmente, ha um consideravel interesse em estratégias alternativas de controle, como
a utilizacao de produtos naturais, que reduzam a utilizagéo e/ou a dose de fungicidas empregados
no controle de doengas. Neste contexto, a quitosana, um polissacarideo de alta massa molecular,
solivel em &cidos organicos, pode ser usado como um revestimento para frutos, podendo retardar
0 processo de amadurecimento e inibir o crescimento de alguns fungos. O objetivo deste trabalho
foi avaliar os efeitos da quitosana no controle in vivo e in vitro de C. gloeosporioides, agente
causal da antracnose em mamao, e investigar seus efeitos no controle da doenca quando aliada ao
tratamento térmico e ao fungicida. No ensaio in vitro, avaliou-se o crescimento micelial através
do cultivo do fungo em meio batata-dextrose-agar (BDA), incorporado com diferentes
concentragBes de quitosana (0; 0,25; 0,5; 1; 2 e 4 %) e a germinacdo de conidios, através da
deposicdo de 40 pL da suspensdo de esporos (10° conidios mL™) e 40 pL da quitosana nas
diferentes concentracdes, em cada quadrante para cada placa de poliestireno. No ensaio in vivo,
mamdes cv. Golden foram inoculados, atraves de injecdo subcuticular, com suspensdo de esporos
(5x10° conidios mL™) e, ap6s 10 h, imersos nas diferentes concentracdes da quitosana (Cyrbe
Ltda, Sumaré / SP), utilizando-se 5 repeti¢cdes, com 5 frutos como unidade experimental. Para
avaliar a possibilidade de inducdo de resisténcia pela quitosana, mamdes foram também
inoculados ap6s 24, 48 e 72 h do tratamento com a concentracdo de 1 % do produto. O
tratamento térmico dos frutos (49 °C / 20 min), aliado ou ndo a aplicacdo de fungicida
(tiabendazol) e/ou a quitosana (1 %), foi também investigado para o controle da antracnose. Os
frutos foram armazenados a 25 °C / 80 %UR por 7 dias e, avaliados diariamente quanto a
incidéncia e a severidade da podriddo. Ao final do periodo de armazenamento os frutos foram
avaliados quanto aos parametros fisico-quimicos (firmeza, cor de casca e de polpa, solidos
sollveis, e acidez total) e, analisou-se a esporulacdo do fungo nas lesGes. Todas as concentracdes
testadas suprimiram o crescimento micelial de C. gloeosporioides, bem como a germinagédo de

conidios. As concentracBes de 1, 2 e 4 % reduziram significativamente a severidade da
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antracnose nos frutos, sendo que a 4 % a quitosana foi também eficiente em reduzir a incidéncia
da podriddo. Concentragbes acima de 0,25 % suprimiram a esporulacdo de C. gloeosporioides
nas lesbes. No entanto, os frutos tratados com 2 e 4 % de quitosana ndo amadureceram
normalmente, permanecendo com a coloracdo da casca verde até o final do periodo de
armazenamento. A concentracdo de 1 % de quitosana ndo exerceu efeito aditivo no controle da
doenca quando combinada ao tratamento térmico e/ou ao fungicida. Desta forma, a quitosana a 1
% pode ser uma opc¢ao viavel ou complementar ao uso de outros tratamentos pos-colheita para o

manejo da antracnose em mamao.

Abstract

Anthracnose is the main postharvest disease of papaya fruits, and it is necessary the
adoption of measures of control in pre- and post-harvest. Today, there is a considerable interest in
alternative strategies of control, as the use of natural products that reduce the use and/or the dose
of fungicides for disease control. Thus, the chitosan, a polysaccharide of high weight molecular,
soluble in organic acid can be used as covering for fruits, being able to delay the ripening process
and inhibit the growth of some fungi. The objective of this work was to evaluate the in vivo and
in vitro effect of chitosan on C. gloeosporioides, causal agent of anthracnose in papaya, and to
investigate their effects on the disease control when combined to the thermal treatment and
fungicide. In the in vitro assay, it was evaluate mycelial development by growing the fungus in
potato-dextrose agar medium incorporated with different concentrations of chitosan (0, 0.25, 0.5,
1, 2 and 4 %) and conidium germination, through the deposition of 40 uL of the spore suspension
(10° conidios mL™) and 40 pL of chitosan in different concentrations in each quadrant of
polystyrene plates. In the in vivo assay, papaya fruits cv. Golden were inoculate through
subcuticular injection, with spore suspensions (5x10° conidios mL™) and after 10 h at 25 °C they
were immersed into different concentrations of chitosan (Cyrbe Ltda, Sumaré, Sao Paulo State).
It was used 5 replications, with 5 fruits as experimental units. To evaluate the possibility of
resistance induction by chitosan, papaya fruits were also inoculate 24, 48 and 72 h after the
treatment with 1 % chitosan. The thermal treatment of the fruits (49 °C / 20 min), combined or
not with the fungicide application (thiabendazole) and/or with the chitosan (1 %), it was also
investigated for the control of the anthracnose. The fruits were stored at 25 °C / 80 %RH for 7

days and evaluated for incidence and rot severity, daily. To the end of the storage period, papaya
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fruits were evaluate for physical-chemical parameters (firmness, skin and flesh color, total
soluble solids and tritatable acidity) and fungal sporulation in lesions. The results showed that all
the chitosan concentrations inhibited mycelial growth and conidium germination of C.
gloeosporioides. The chitosan at 1, 2 and 4 % reduced significantly the anthracnose severity in
fruits, and at 4 % it was also efficient in reducing rot incidence. Concentrations above 0.25 %
suppressed the C. gloeosporioides sporulation in lesions. However, the fruits treated with
chitosan at 2 and 4 % did not ripe normally, remaining with the skin coloration unchanged (green
color until the end of the storage period). The concentration of 1 % of chitosan did not exhibit
additional effect on the disease control when combined to the thermal treatment and/or to the
fungicide. Thus, chitosan at 1 % can be a viable option or complement to the use of other
postharvest treatments for the management of anthracnose in papaya fruits.

5.1 Introducéo

Apesar de ser o maior produtor mundial de mamé&o, o Brasil exporta apenas 2 % do
total produzido. Um dos maiores problemas enfrentados pela cultura é a ocorréncia de podriddes,
dentre as quais, destaca-se a antracnose, causada por Colletotrichum gloeosporioides.
Atualmente, o controle da doenga é baseado em aplicacdes de fungicidas em campo, e no
tratamento térmico (49 °C / 20 min), aliado ou ndo a aplicacdo de fungicidas, em pos-colheita. No
entanto, nota-se uma crescente busca, pelos consumidores, por frutos livres de residuos, sendo
cada vez mais freqliente a retirada de alguns produtos do mercado, bem como a resisténcia de
patdgenos aos produtos. As alternativas aos quimicos sintéticos, que podem ser empregadas para
o controle de doencas em pdés-colheita, incluem microrganismos antagonistas, tratamentos fisicos,
produtos naturais derivados de plantas e animais, com propriedades fungicidas, além da indugéo
de resisténcia (WILSON et al., 1994).

Fungicidas derivados de animais, como a quitosana, podem ser alternativas aos
fungicidas sintéticos para o controle de doencas de pdés-colheita. A quitosana, uma forma
deacetilada da quitina, € um polissacarideo de alta massa molecular, soltvel em &cidos organicos,
que tem mostrado ser efetiva para o controle de doencas devido possuir capacidade para formar
filmes que podem ser empregados como cera para frutas e, assim, atuar na regulacdo das trocas
de gases e de umidade entre o produto e o ambiente, além da possibilidade de induzir respostas

de resisténcia nos tecidos vegetais. Desta forma, a quitosana possui dupla funcéo: pode operar
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como um agente fungistatico ou como um bioestimulante. Pode interferir diretamente sobre o
crescimento flngico e com a ativacdo de alguns mecanismos de defesa, como o acimulo de
quitinases, sintese de inibidores de proteinase, e inducdo da sintese de calose (EL GHAOUTH et
al., 1992c).

A literatura geralmente mostra que o nivel de inibicdo de fungos esta altamente
correlacionado com a concentracdo de quitosana, indicando que a eficicia do produto esta
relacionada & aplicagio de uma taxa apropriada do mesmo (BAUTISTA-BANOZ et al., 2005).
Estudos recentes mostraram que a quitosana ndo é somente efetiva em inibir o crescimento do
patdgeno, mas também em induzir mudancas morfolégicas marcantes, alteracfes estruturais e
desorganizacdo molecular das células fungicas (BENHAMOU, 1996; EL GHAOUTH et al.,
1999).

Laranjas cv. Valéncia tratadas com quitosana, Margosan-O (6leo derivado de
sementes de Azadirachta indica) + Aspire (Candida oleophila), Aspire e, quitosana + Aspire,
apresentaram reducdo na incidéncia de podriddes em 38 %, 41 %, 42 % e 44 %, respectivamente
(FAJARDO et al., 1998). Estes agentes indutores de resisténcia reduziram a incidéncia de
doencas, mas ndo a severidade. A inducdo da biossintese de quitinase, B-1,3-glucanase e
peroxidase foi demonstrada como resultado da aplicacdo destes eliciadores, seguido pela
inoculagcdo de Penicillium digitatum. A aplicacdo de quitosana em videiras, na fase de pre-
colheita, reduziu de forma significativa a incidéncia de Botrytis cinerea em uva ‘Italia’ na pos-
colheita, induzindo maior atividade de fenilalanina amdnia-liase (FAL) na epiderme dos frutos
(ROMANAZZI et al., 2002). Desta forma, o efeito protetor da quitosana parece ser uma
combinagdo da propriedade antiflngica e da habilidade do produto em induzir respostas de defesa
nos frutos.

A inducdo de enzimas de defesa nos tecidos da fruta, promovida pela quitosana, pode
ser importante em retardar o desenvolvimento de infec¢fes quiescentes que, tipicamente, tornam-
se ativas quando a resisténcia dos tecidos declina. Desta forma, os objetivos deste trabalho foram
avaliar os efeitos da quitosana no controle da antracnose em mamao, investigar a possibilidade do
produto ativar mecanismos de resisténcia nos frutos e seus efeitos no controle da doenca quando

aliada ao tratamento térmico e ao fungicida.
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5.2 Desenvolvimento
5.2.1 Revisdo Bibliogréfica

Durante o desenvolvimento dos frutos e apds sua colheita, a resisténcia natural a
doencas geralmente declina resultando nos processos de infeccdo, doenca e morte. Em frutos, as
doencas pos-colheita causadas por fungos usualmente sdo provenientes de infec¢bes quiescentes,
estabelecidas no campo, ou de infec¢des por ferimentos, originados durante subsequente colheita
e manuseio. O declinio da resisténcia natural dos frutos pode ativar infeccGes quiescentes e 0
aumento da incidéncia e/ou severidade da doenca (TERRY; JOYCE, 2004). Quatro fatores
afetam o declinio da resisténcia de frutos em pdés-colheita: (1) necessidades nutricionais do
patdgeno, (2) compostos antifingicos pré-formados, (3) compostos antifungicos pos-formados
(fitoalexinas), e (4) ativacdo de fatores fungicos de patogenicidade (PRUSKY, 1996). Os fatores
1 e 4 tendem a aumentar com o amadurecimento e/ou senescéncia, enquanto os fatores 2 e 3
tendem a ser suprimidos. Muitos mecanismos de defesa induzidos ou pré-formados estdo
envolvidos na resisténcia natural de frutos, hortalicas e ornamentais ap6s a colheita (BARKAY -
GOLAN, 2001; JEFFRIES et al., 1990; PRUSKY, 1996).

Neste sentido, a quitosana, um polissacarideo cationico de alta massa molecular,
soltvel em &cidos organicos, obtido pela deacetilacdo alcalina da quitina, pode, teoricamente, ser
usada como um revestimento para frutos (JIANG; LI; JIANG, 2005). O produto pode inibir o
crescimento de alguns fungos, induzir o acimulo de proteinas relacionadas a patogénese, e eliciar
a producdo de fitoalexinas. Além disso, devido a sua habilidade para formar um filme
semipermeavel, a quitosana pode modificar a atmosfera ao redor do produto e diminuir a taxa
respiratoria e a transpiracdo dos frutos (ZHANG; QUANTICK, 1997).

Em geral, as reacdes de defesa induzidas em plantas sdo altamente correlacionadas
com respostas enzimaticas. Alguns estudos demonstraram que a quitosana é um elicitor exdgeno
de respostas de defesa, incluindo o acimulo de quitinases, B-1,3-glucanases e compostos
fendlicos, inducdo de lignificagdo, sintese de fitoalexinas e inibi¢do de enzimas degradativas no
tecido hospedeiro. Devido a sua propriedade “filmogénica”, a quitosana pode atuar como uma
barreira a saida de nutrientes e, conseqlientemente, pode reduzir a disponibilidade dos mesmos a
um nivel que ndo sustentaria o crescimento do patdgeno. Sob tal aspecto, EI Ghaouth et al. (1997)

relataram que a quitosana foi efetiva em reduzir a producédo de poligalacturonases produzidas por



96

B. cinerea nos tecidos de pimentdo e a maceragdo dos componentes da parede celular do
hospedeiro, como a pectina e a celulose.

A inducdo de barreiras estruturais no local da penetracdo do patdégeno é um dos
processos mais comuns que ocorrem na resposta do hospedeiro a invasdo. A suberizacdo e a
lignificacdo, entre outros, sdo eliciados durante o processo de infeccdo em alguns 6rgaos das
plantas. A quitosana restringe, em parte, a penetracdo fungica e induz a formacdo de diferentes
barreiras estruturais (BAUTISTA-BANOZ et al., 2005) e, desta forma, pode restringir o
desenvolvimento do patégeno invasor.

Estudos demonstraram que a quitosana tem potencial para prolongar o periodo de
armazenamento e controlar doencas de muitas frutas, tais como morangos, péssegos e uvas. El
Ghaouth et al. (1991) constataram que a aplicacdo de quitosana (1 ou 1,5 %) reduziu
significativamente a podridao de B. cinerea em morangos, induzindo a atividade de quitinase e [3-
1,3-glucanase, além de manter os frutos mais firmes e diminuir a taxa de respiragdo dos mesmos.
Varios trabalhos indicam ainda que a quitosana controla efetivamente as podriddes pos-colheita
durante o armazenamento, atrasa o inicio e reduz o processo de infecgcdo. Geralmente, a reducéao
de podridées é maior com 0 aumento da concentracdo de quitosana. Em alguns trabalhos a
efetividade da quitosana mostrou-se equivalente a de fungicidas sintéticos, como o tiabendazol
(EL GHAQOUTH et al., 1991). Por outro lado, Zhang e Quantick (1997) relataram que a quitosana
nem sempre é tdo ou mais efetiva que os fungicidas sintéticos, como observado em lichias, onde
0 produto atrasou o processo de infecgdo durante 33 dias de armazenamento, mas ndo foi t&o
efetivo quanto o tiabendazol no controle de podriddes.

El-Ghaouth et al. (1992a) relataram que a quitosana foi efetiva em reduzir as
podriddes em morango, causadas por B. cinerea e Rhizopus stolonifer, e concluiram que o
mecanismo pelo qual a quitosana reduz podriddes em morangos parece estar relacionado a sua
propriedade fungistatica e ndo a inducdo de resisténcia. Quando testada in vitro, inibiu os dois
patdgenos, mas ndo completamente. Os mesmos autores observaram que a quitosana alterou
bruscamente a morfologia das hifas de R. stolonifer. Observacdes microscopicas de fungos
tratados com quitosana revelaram que o composto pode afetar a morfologia das hifas.
ObservacOes realizadas com Fusarium oxysporum f. sp. radicis-lycopersici e R. stolonifer
tratados com quitosana revelaram uma excessiva ramificagdo do micélio, formatos anormais,
inchamento e reducdo do tamanho das hifas (BENHAMOU, 1992; EL GHAOUTH et al., 1992b).
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Estudos demonstraram que em alguns frutos, a quitosana apresenta um efeito mais
preventivo que curativo. Bautista-Bafioz et al. (2003) constataram que a quitosana, nas
concentracOes de 2 e 3 %, exerceu efeito fungicida sobre C. gloeosporioides, constatando-se
mudancas na morfologia dos conidios na concentragdo de 1,5 %. In vivo, o controle da antracnose
em mamao foi obtido com a aplicacéo de quitosana a 1,5 % antes da inoculacdo do patdégeno. Em
uvas, a quitosana aumentou a atividade da FAL, uma enzima chave da via dos fenilpropanoides
(ROMANAZZI et al.,, 2002). Em macas inoculadas, pré-tratadas com diferentes agentes
alternativos de controle, a quitosana a 1 e 2 % foi efetiva na reducdo de P. expansum durante
armazenamento controlado, seguida pela UV-C e pela proteina harpina (DE CAPDEVILLE et al.,
2002).

Nota-se que ha evidéncias suficientes de que a aplicacdo de quitosana pode atuar no
controle de doencas originarias de infec¢cdes quiescentes, bem como contribuir para que os frutos
adquiriram uma maior tolerancia a uma variedade de microrganismos patogénicos, indicando que

seu uso como um eliciador natural pode auxiliar na reducdo do uso de fungicidas.

5.2.2 Material e Métodos
Efeito da quitosana no controle de C. gloeosporioides in vivo

Mamdes cv. Golden, provenientes de Linhares / ES, foram transportados, em
caminhao refrigerado (10 °C), ao GEPC / ITAL, Campinas / SP, onde foram selecionados
quanto a tamanho, coloracdo e auséncia de defeitos e, em seguida, inoculados com o auxilio de
uma seringa de cromatografia, em dois pontos opostos, na regido equatorial, com 15 puL da
suspensdo conidial de C. gloeosporioides (5x10° conidios mL™) (GUPTA; PATHAK, 1990),
obtida pela contagem em hemacitdmetro. Apds 10 h da inoculacdo, os frutos foram imersos em
diferentes concentracdes de quitosana (0; 0,25; 0,5; 1; 2 e 4 %) por 1 min, através da diluicdo em
agua destilada do produto fornecido pela Cyrbe Ltda (Sumaré / SP), na concentragdo de 5 %,
diluido em acido aceético (pH 3,5). O delineamento experimental foi o inteiramente casualizado,
com 5 repeti¢Bes contendo 5 frutos como unidade experimental. Para avaliar a possibilidade de
inducgdo de resisténcia pela quitosana, mamdes foram também inoculados apos 24, 48 e 72 h do
tratamento com a concentracgdo de 1 %. Para tanto, os frutos foram mantidosa10+1°C/85+5
%UR até que fossem tratados. Apos o tratamento, os frutos permanecerama 25+ 1°C /805

%UR até o momento da inoculacdo e durante o periodo de avaliagdo. Os frutos testemunha foram



98

imersos em agua destilada. Neste caso, adotou-se o delineamento experimental inteiramente
casualizado, em arranjo fatorial 2 x 3, com 5 repeticdes contendo 4 frutos como unidade
experimental.

Ap0s 6 dias de armazenamento sob condicdo ambiente, efetuou-se a determinacgédo do
nimero de conidios em trés frutos de cada tratamento escolhidos aleatoriamente. Para tanto,
introduziu-se um furador metéalico de 25 mm de didmetro no centro da lesdo da antracnose,
adicionou-se 30 mL de agua destilada e agitou-se levemente. A quantidade de conidios contidos
na suspenséo foi determinada em hemacitdmetro.

As medidas do didmetro das lesdes e da incidéncia da podriddo foram utilizadas para
calcular a &rea abaixo da curva de progresso da doenga (AACPD), utilizando-se a equacao:

AACPD = Z [(Yi + Yi+1) / 2 X (ti+1 — t;)] Q)
sendo, y; 0 diametro ou incidéncia de uma lesdo no tempo t;, em dias, € yi+1 € 0 didmetro ou
incidéncia da lesdo no tempo ti.; (DE CAPDEVILLE et al., 2002). Ao final do periodo de
armazenamento, 5 frutos de cada tratamento foram também avaliados quanto aos parametros
fisico-quimicos:

Firmeza de polpa (N): atraves de texturébmetro TA-XT2, ponteira 8 mm, com distancia e
velocidade de penetracdo de 9 mm e 1 mm/s, respectivamente, efetuando-se a leitura em dois
pontos na regido equatorial dos frutos, apos a retirada da casca.
Cor da casca e cor da polpa: em colorimetro Minolta, modelo Chroma meter CR 300, sistema
L* a* b*, com seis leituras por fruto para cor de casca e duas leituras por fruto para cor de polpa.
Solidos soluveis (°Brix): determinado no suco da fruta, obtido pela centrifugacao de um fruto por
repeticdo, utilizando-se refratbmetro manual, marca Atago, com escala de 0 a 32 °Brix.
pH: determinado potenciometricamente em pHmetro Micronal B-274, no suco da fruta (1:9),
obtido pela centrifugacdo de um fruto por repeti¢do, segundo a metodologia de Carvalho et al.
(1990).
Acidez total: determinada nas amostras anteriormente preparadas para determinacdo de pH,
empregando-se NaOH (0,1 N) para titulacdo até atingir pH 8,1. O resultado foi expresso em g
4cido malico 100 g™* de amostra (CARVALHO et al., 1990).

Para avaliar os efeitos da quitosana, em combinagdo com o tratamento térmico e/ou
fungicida, no controle da antracnose, os frutos foram também inoculados com 15 pL da

suspenséo conidial de C. gloeosporioides (6x10° conidios mL™) e ap6s 10 h da inoculagéo,



99

submetidos aos seguintes tratamentos: 1 — testemunha (T, imersos em &gua destilada), 2 —
tratamento hidrotérmico (TT, 49 °C / 20 min), 3 - TT + fungicida (TTF, tiabendazol, 1000 pL i.a.
L™, 4 - quitosana (Q, 1 %), 5—TT + Q, 6 — TT + fungicida (tiabendazol, 500 pL i.a. L) + Q. O
tiabendazol foi aplicado através da imersao dos frutos em calda fungicida por 1 min, ap6s serem
submetidos ao tratamento hidrotérmico. O delineamento experimental foi o inteiramente
casualizado, com 5 repeticGes contendo 3 frutos como unidade experimental.

Ap0s o tratamento, os frutos foram acondicionados em caixas de papeldo e divididos
em dois lotes, sendo que um deles permaneceu a 25 + 1°C / 70 £ 5 %UR pelo periodo de 7 dias, e
o0 outro foi armazenado sob refrigeracéo (10 + 1°C / 90 + 5 %UR) por 15 dias, sendo em seguida
transferido para condi¢do ambiente (25 + 1°C / 70 = 5 %UR), onde permaneceram por mais 5
dias. As avaliacOes foram realizadas diariamente medindo-se o didmetro das lesdes e a incidéncia
da podriddo. As medidas do diametro das lesbes e da incidéncia da podridao foram utilizadas

para calcular a AACPD, utilizando-se a eq. (1).

Efeito da quitosana sobre o desenvolvimento de C. gloeosporioides in vitro

Com o objetivo de verificar se a quitosana atua diretamente sobre o desenvolvimento
do fungo, avaliou-se o crescimento micelial e a germinacdo de conidios de C. gloeosporioides
submetido as diferentes concentragdes do produto. O crescimento micelial foi avaliado
transferindo-se discos de micelio de 3 mm de diametro, retirados da borda de colnias com 7 dias
de cultivo, para o centro de placas contendo meio BDA, ao qual incorporou-se o produto em
diferentes concentragdes (0; 0,25; 0,5; 1; 2 e 4 %). As placas foram mantidas a 25 °C (12 h
escuro / 12 h de luz) e, avaliadas diariamente medindo-se o diametro da colonia em duas direcdes
opostas, até que o didmetro da coldonia de um dos tratamentos atingisse a borda da placa.
Utilizaram-se 10 repeti¢es por tratamento com uma placa como unidade experimental. Para
avaliacdo da germinacdo de conidios, utilizaram-se placas de poliestireno. As placas foram
divididas em quatro quadrantes e em cada um deles depositou-se 40 pL da suspensao de esporos
de C. gloeosporioides (10° conidios mL™) e 40 pL de quitosana nas diferentes concentragdes. A
germinacdo de conidios foi avaliada apos 10 h de incubagdo a 25 °C, sob luz constante. As
avaliagdes foram efetuadas pela contagem de 50 conidios por quadrante e utilizaram-se 5 placas
por tratamento. Considerou-se germinado o conidio que apresentou o tubo germinativo de

tamanho igual ou superior ao comprimento do esporo (MERCIER et al., 2001).
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Andlise estatistica
Os dados obtidos nos experimentos foram submetidos a analise de variancia e
comparados pelo teste de Tukey, em delineamento inteiramente casualizado e, a discussdo dos
resultados foi efetuada a 5 % de significancia. Anélises de regressdo foram empregadas quando

necessario. Para tanto, utilizou-se o programa estatistico ESTAT.

5.2.3 Resultados e Discussao
Efeito da quitosana no controle de C. gloeosporioides in vivo

Observa-se pela Figura 5.1A correlacdo negativa altamente significativa entre
concentracOes de quitosana e AACPD, sendo que as doses mais elevadas (1, 2 e 4 %) mostraram-
se bastante eficientes em restringir o aumento do didmetro das les6es de C. gloeosporioides nos
frutos, quando inoculados 10 h antes dos tratamentos. Quanto a incidéncia da antracnose (Figura
5.1B), nota-se uma reducado somente para a concentracdo mais elevada da quitosana (4 %). Desta
forma, observa-se que a quitosana exerceu efeito fungistatico e ndo fungicida sobre C.
gloeosporioides in vivo. Esses resultados mostram que a quitosana pode contribuir para a redugéo
de perdas de pos-colheita devido a ocorréncia da antracnose.

Além da quitosana inibir o crescimento das lesfes de C. gloeosporioides nos frutos, a
mesma suprimiu a esporulacdo do patdgeno nas lesGes, em concentracdes igual ou maiores que
0,25 % (Figura 5.2). Este resultado reforca a hipdtese de que a quitosana afeta diretamente o
desenvolvimento do patégeno e pode atuar de forma curativa sobre a antracnose em mamao.

A quitosana pode induzir a formac&o de barreiras estruturais no tecido do hospedeiro,
e desta forma, restringir o desenvolvimento do patégeno invasor, bem como atrasar a retomada
de desenvolvimento de infeccdes quiescentes. Em geral, muitas doencas pés-colheita, como a
antracnose, originam-se de infec¢fes quiescentes que se tornam ativas com o declinio do
potencial biossintético do tecido em produzir compostos antimicrobianos (EL GHAOUTH et al.,
1994).
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Figura 5.2 - Esporulagéo de Colletotrichum gloeosporioides em lesdes de antracnose em mamdes inoculados 10 h
antes da imersdo dos frutos em diferentes concentracdes de quitosana, apds 7 dias de armazenamento a
25°C /80 %UR
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El Ghaouth et al. (1997) constataram que a quitosana interferiu na capacidade de B.
cinerea em secretar poligalacturonase, o que pode ter contribuido para a restri¢do da colonizacao
do fungo nos tecidos de pimentdes tratados com quitosana, a qual reduziu a maceracdo de
componentes da parede celular do hospedeiro, especialmente, pectina e celulose. Em trabalho
com morangos, El Ghaouth et al. (1991) observaram que a quitosana (1 ou 1,5 %) reduziu, de
forma significativa, a incidéncia de B. cinerea nos frutos quando comparados aos nao tratados.
Além disso, seu efeito foi semelhante ao promovido pela aplicacdo de iprodione. A aplicacdo de
quitosana em tomate reduziu a incidéncia de doencas, principalmente B. cinerea. Nos frutos
controle, os primeiros sinais da doenga apareceram apds 2 dias de armazenamento, enquanto que
nos frutos tratados estas foram visiveis somente ap6s 10 dias de armazenamento a 20 °C (EL
GHAOUTH et al., 1992c).

Além de ter acdo direta sobre patdgenos, a quitosana pode controlar algumas doencas
de forma indireta, induzindo respostas de resisténcia nos frutos ou ainda, atrasando 0s processos
de amadurecimento dos mesmos. A habilidade da quitosana propiciar condi¢cbes de atmosfera
modificada, devido a formar um filme semi-permeavel ao redor do fruto, e consequentemente
atrasar o amadurecimento dos mesmos, pode estar relacionada também a sua acéo sobre a parede
celular das células do hospedeiro. Com o amadurecimento das frutas, as substancias pécticas da
lamela média que se encontram numa forma relativamente insolGvel, protopectina, tornam-se
mais sollveis, e consequentemente os tecidos tornam-se menos firmes. O aumento da
solubilidade das substancias pécticas e 0 amolecimento dos tecidos os tornam mais vulneraveis a
maceracao promovida por enzimas pectoliticas liberadas pelo patdgeno. Desta forma, a atmosfera
modificada pode retardar mudancas nos constituintes pécticos, retendo por mais tempo a firmeza
dos frutos, e reduzindo a vulnerabilidade dos mesmos ao ataque de patdgenos (BARKAI-
GOLAN, 2001).

Sob tal aspecto, Butler et al. (1996) determinaram propriedades de barreira e
mecanica basicas de filmes obtidos de quitosana, e avaliaram a deterioracdo destes durante o
armazenamento. Os filmes formados mostraram-se resistentes, durdveis, flexiveis e dificilmente
rasgaveis. Com relacdo aos polimeros comerciais, os filmes de quitosana sdo boas barreiras a
permeacdo de oxigénio, exibindo barreira de vapor d’agua relativamente baixa. As propriedades

mecanicas dos filmes foram comparaveis a muitos polimeros comerciais de resisténcia média,
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apresentando poucas mudancas mecanicas ou de barreira apds armazenamento a 23 °C / 50 %UR,
tendo potencial para uso como filme comestivel.

A avaliacdo dos frutos quanto aos parametros fisico-quimicos revelou que as
diferentes concentragdes de quitosana testadas exerceram efeito significativo sobre alguns dos
parametros avaliados (Tabelas 5.1 e 5.2), sendo que os frutos tratados com as maiores
concentracdes (2 e 4 %) ndo amadureceram normalmente. O teor de solidos solUveis apresentou
um ligeiro acrescimo, independente do tratamento dos frutos, ndo sendo, de maneira geral,
influenciado pelas diferentes concentragfes de quitosana (Tabela 5.1). A acidez total e o pH
permaneceram praticamente inalterados ap6s o periodo de armazenamento dos frutos, ndo
havendo diferencas significativas entre os tratamentos. A concentra¢do de 4 % de quitosana
manteve os frutos mais firmes. No entanto, apesar do produto a 4 %, mostrar-se eficiente na
manutencdo da firmeza dos frutos, impediu o amadurecimento normal dos mesmos, 0s quais
mantiveram-se com a coloracédo da casca verde até o final do periodo de armazenamento.

Observou-se um aumento da luminosidade da casca dos frutos (Tabela 5.2),
independente dos tratamentos, sendo menos acentuado para aqueles tratados a 2 e 4 % de
quitosana. De forma semelhante, os valores de cromaticidade (parametros a* e b*) também
aumentaram durante o armazenamento dos frutos, sendo influenciados pelas maiores
concentragcbes do produto. A mudanca de coloragdo dos frutos de verde para vermelho
(parametro a*) foi atrasada pela concentracdo de 1 % da quitosana, observando-se que
concentracGes maiores chegaram a impedir completamente a mudanga de coloragdo. De forma
semelhante, a alteracdo da coloracdo da casca para amarelo, também foi menos acentuada para 0s
frutos tratados com as maiores concentracdes de quitosana (2 e 4 %). Por outro lado, nenhuma
das concentracdes do produto alteraram a evolugéo da coloracdo da polpa dos frutos (Tabela 5.2).
Sob tal aspecto, Jiang; Li e Jiang (2005) observaram que a aplicacdo de quitosana a 2 % atrasou a
reducdo no contetdo de antocianina, 0 aumento na atividade da polifenoloxidase e as mudancas
na coloracdo de casca de lichias, além de inibir parcialmente a incidéncia de doengas. Os mesmos
autores constataram que a quitosana atrasou o escurecimento da casca dos frutos, manteve as
concentracBes de sélidos solUveis e acidez total mais elevada, concluindo que o produto pode
contribuir para o prolongamento da vida pos-colheita de lichias.

De forma semelhante, EI Ghaouth et al. (1991) observaram que a quitosana (1 ou 1,5

%) manteve maior firmeza de polpa e acidez total de morangos, além de retardar a sintese de
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antocianinas e reduzir a taxa respiratoria dos frutos, o que indica um atraso do amadurecimento
promovido pelo produto. ElI Ghaouth et al. (1992c) relataram que o tratamento de tomates com
quitosana a 1 e 2 % acarretou na reducdo da taxa respiratoria e de producéo de etileno dos frutos.
Além disso, o produto atrasou a mudanca de cor dos frutos e manteve-os mais firmes. Em
pitomba, a quitosana reduziu a taxa respiratéria e a perda de massa e inibiu a atividade da enzima

polifenoloxidase, além de atrasar o aparecimento de podrid6es nos frutos (JIANG; LI, 2001).

Tabela 5.1 - Pardmetros fisico-quimicos de mamdes cv. Golden inoculados com C.
gloeosporioides, tratados com diferentes concentragdes de quitosana, e avaliados

apos 6 dias de armazenamento a 25 °C / 80 %UR

Solidos solaveis pH Acidez total Firmeza
Tratamentos (°Brix)* (g 4c. malico 100g™)* (N)*

Dia 0 10,0 5,46 0,06 138,09
Testemunha 10,5b 558 ¢c 0,06 a 6,30 b
0,25 % 10,4 b 5,61 bc 0,06 a 6,18 b
0,5% 11,4 ab 5,88a 0,04 a 536D
1% 11,0 ab 5,83 ab 0,05a 7,22 Db
2% 12,1a 5,69 abc 0,05a 561b
4% 11,7 ab 5,75 abc 0,05a 24,54 a
C.V. (%) 6,27 1,98 14,80 36,56

* Média de cinco frutos por tratamento.
Médias seguidas pela mesma letra, na coluna, ndo diferem significativamente entre si pelo teste de Tukey (P < 0,05).

Tabela 5.2 - Cor de casca e de polpa de mamdes cv. Golden inoculados com C. gloeosporioides,
tratados com diferentes concentracfes de quitosana, e avaliados ap6s 6 dias de

armazenamento a 25 °C / 80 %UR

Cor de casca”™ Cor de polpa’”
Tratamentos L a b L a b

Dia 0 60,27 -18,94 39,06 63,42 16,29 40,57
Testemunha 74,92 a 152 a 63,16 a 62,12 a 16,58 a 46,78 a
0,25 % 74,36 a 0,52 ab 63,75 a 62,58 a 17,90 a 41,22 a
0,5% 73,61a 151a 63,45 a 60,41 a 1891 a 45,69 a
1% 73,23 a -2,73b 61,48 a 60,95 a 18,81 a 46,73 a
2% 65,79 b -13,94 ¢ 49,66 b 60,52 a 19,02 a 45,48 a
4% 61,03 ¢ -17,19 ¢ 42,53 ¢ 60,05 a 17,39 a 43,23 a

C.V. (%) 1,95 37,23 3,91 3,50 9,93 12,38

¥ Média de cinco frutos por tratamento.

* Em colorimetro Minolta, sistema L* a* b*, onde L* representa luminosidade (O=preto a 100=branco), a* e b*
cromaticidade (a=verde a a"=vermelho e, b'=azul a b*=amarelo).

Médias seguidas pela mesma letra, na coluna, ndo diferem significativamente entre si pelo teste de Tukey (P < 0,05).
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Desta forma, constatou-se, no presente experimento, que a quitosana em
concentracbes mais elevadas, impediu o processo normal de amadurecimento dos mamdes,
impedindo a mudanca de coloragdo da casca, a qual permaneceu inalterada ap6s o periodo de
armazenamento dos frutos sob condi¢cdo ambiente. No entanto, os parametros solidos solaveis,
pH e acidez total ndo foram influenciados nem mesmo pelas maiores concentracdes de quitosana
testadas.

Ao ser comparado o tratamento térmico dos frutos seguido ou nédo pela aplicacao de
fungicida e/ou quitosana, observou-se que a quitosana (1 %) e os demais tratamentos reduziram a
severidade e a incidéncia da antracnose, em frutos armazenados sob condigdo ambiente (Figuras
5.3A e 5.3B). Porém, constatou-se que o tratamento térmico, isoladamente, foi eficiente no
controle da antracnose, ou seja, ndo se observou efeito aditivo entre os tratamentos. Nota-se ainda
que o fungicida tiabendazol néo evitou o desenvolvimento das lesdes. Por outro lado, constatou-
se que o armazenamento dos frutos sob refrigeracdo, apos serem inoculados e tratados, nao foi
eficiente em inibir totalmente o desenvolvimento de C. gloeosporioides (Figuras 5.3C e 5.3D).
Observou-se que ap6s o periodo de 15 dias sob refrigeracdo, quando se efetuou a transferéncia
dos frutos para condigdo ambiente, estes j& apresentavam as lesGes em inicio de desenvolvimento,
sendo que apds o periodo de armazenamento a 25 °C, somente o tratamento térmico reduziu,
ainda que levemente, a severidade e a incidéncia da antracnose nos frutos. Sob tal aspecto,
Couey; Alvarez e Nelson (1984) relataram que fungicidas benzimidazoéis, como o benomil e o
tiabendazol, sdo eficientes no controle da antracnose do mamoeiro, aplicados em condicbes de
campo ou em poés-colheita. No entanto, trabalhos mais recentes envolvendo o controle da
antracnose em maméo tém revelado a ineficiéncia dos benzimidazois aplicados em pos-colheita
(LIBERATO; TATAGIBA, 2001).
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Figura 5.3 — Area abaixo da curva de progresso da doenca (AACPD) para severidade (A e C) e incidéncia (B e D) da

antracnose em mamdes inoculados com C. gloeosporioides 10 h antes dos frutos serem tratados

termicamente (49 °C / 20 min), combinado (TTF) ou ndo (TT) com fungicida (tiabendazol, 1000 pL L™)

e, com quitosana (Q, 1 %), aliada ao tratamento térmico (QT) e ao fungicida (QTF, 500 pL L™). Os

frutos foram armazenados sob condi¢Ges ambiente (A e B) ou sob refrigeragdo, seguido por periodo de

comercializagdo simulada (C e D). Os frutos testemunha (T) foram tratados com agua destilada. Letras

distintas representam diferenca significativa entre os tratamentos (P < 0,05)

Segundo Lurie (1998), ha trés métodos que podem ser empregados para o tratamento

térmico de frutas: hidrotérmico, vapor aquecido e ar aquecido. O hidrotérmico foi primeiramente

utilizado para o controle de fungos, mas seu uso também foi estendido para a desinfestacdo de

insetos. O controle de patdgenos ocorre pelo fato de que os esporos e infecgbes quiescentes estao

presentes na superficie ou nas primeiras camadas celulares da fruta. Baixas concentracdes de

fungicidas podem ser aplicadas como complemento ao tratamento hidrotérmico, permitindo um

controle mais efetivo com reducgéo de residuos. O tratamento térmico de mamao, por aspersao, a

54°C por 3 min mostrou-se efetivo no controle da podriddao peduncular e da antracnose tanto
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quanto o tratamento por imersdo a 48 °C por 20 min (COUEY; ALVAREZ; NELSON 1984).
Silva (1993), em trabalho sobre os efeitos do tratamento térmico in vitro e in vivo sobre 0s
principais agentes patogénicos dos frutos de mamoeiro, relatou que Colletotrichum, Phoma,
Phomopsis e Rhizopus sdo 0s patdgenos mais sensiveis aos tratamentos térmicos (49 °C / 20 min
e 54 °C / 3 min) realizados in vitro. O teste in vivo mostrou que o tratamento térmico a 49 °C / 20
min reduziu significativamente a incidéncia das podriddes de Lasiodiplodia, Colletotrichum,
Phoma e Rhizopus em frutos de mamoeiro inoculados.

Embora comercialmente empregado para o controle de doencas pds-colheita de manga
e mamao, o tratamento térmico mostrou-se eficiente no controle de podriddes em outros frutos. A
imersdo de péssegos e nectarinas em agua a 46 °C ou 50 °C por 2,5 minutos reduziu a incidéncia
de podridbes causadas por M. fructicola e R. stolonifer de 82,8 % para 59,3 % e 38,8 %,
respectivamente (MARGOSAN et al., 1997). O tratamento térmico de mangas com ar forcado a
51,5 °C por 125 min reduziu a incidéncia e severidade de antracnose (MILLER; McDONALD;
SHARP, 1991). Para frutas citricas, Whiteside; Garnsey e Timmer (1989) recomendam o
tratamento térmico (50 °C / 2-4 min) para controle de podriddo marrom (Phytophthora
citrophthora).

Na Figura 5.4 encontram-se os efeitos da quitosana sobre o desenvolvimento das

(25 lesbes e a incidéncia de @8Gyloeosporioides, inoculado em diferentes intervalos de tempo (24, 48 g2Tw/TT2
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glucanase nos tecidos dos frutos intactos. Porém, a indugdo da atividade de quitinase foi

observada quando a quitosana foi aplicada em frutos cortados.

Efeito da quitosana sobre o desenvolvimento de C. gloeosporioides in vitro

O efeito de diferentes concentracfes de quitosana sobre o crescimento micelial de C.
gloeosporioides pode ser observado na Figura 5.5. Nota-se que a quitosana exerceu influéncia
sobre o desenvolvimento do fungo, mas de maneira ndo dependente da dose, visto que todas as
concentragBes avaliadas inibiram completamente o desenvolvimento do patogeno. Porém, a
quitosana utilizada neste estudo foi diluida em 4acido acético, o qual também pode ter sido
responsavel pela inibicdo, visto que o &cido, mesmo que em baixas concentragdes, também inibe
0 desenvolvimento de C. gloeosporioides. Quanto ao efeito do produto sobre a germinacéo de
conidios, observou-se que a quitosana inibiu completamente a formacéo do tubo germinativo de
C. gloeosporioides, em todas as concentracdes testadas, sendo que somente os conidios nédo
expostos ao produto germinaram ap6s 10 h, a 25 °C (70 % germinacgdo, dados ndo mostrados).
Efeito semelhante foi obtido por Bautista-Barios et al. (2003), que constataram que a quitosana, a
2,5 e 3 %, inibiu completamente o crescimento micelial de C. gloeosporioides, sendo que para as
concentracBes de 0,5 e 1,5 %, o crescimento iniciou-se ap6s 2 e 4 dias de incubacdo,
respectivamente, mas cessou apés 4 e 6 dias. Além disso, os autores observaram que o
crescimento micelial, a esporulacdo e a morfologia dos conidios foram afetados pela quitosana,
indicando que o produto afeta varios estagios de desenvolvimento de C. gloeosporioides.

Hé fortes evidéncias que o crescimento micelial pode ser inibido ou retardado quando
ao meio de crescimento do fungo for adicionado quitosana. EI Ghaouth et al. (1992b) observaram
que 0 aumento na concentracdo de quitosana de 0,75 a 6 mg mL™ causou uma diminuicdo no
crescimento radial de Alternaria alternata, B. cinerea, C. gloeosporioides e R. stolonifer.
Geralmente, a esporulagdo de fungos tratados com quitosana € menor que naqueles nao tratados
(BAUTISTA-BANO?Z et al., 2003). Entretanto, em alguns casos a quitosana pode estimular a
esporulacdo. A formacdo de esporos por P. digitatum quando cultivado na presenca de quitosana
(0,5 e 1,5 %) foi maior do que o controle, podendo ser uma resposta ao estresse induzido por este
polimero (BAUTISTA-BANOZ et al., 2005). Por outro lado, EI-Ghaouth et al. (1992a) relataram

que a quitosana foi efetiva em reduzir as podriddes em morango, causadas por B. cinerea e R.
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stolonifer. Porém, quando testada in vitro, inibiu os dois patdgenos, mas ndo completamente,
indicando que o produto é fungistatico.

Embora os efeitos da quitosana sobre o desenvolvimento de muitos fungos sejam
conhecidos, os mecanismos que explicam sua acdo antifingica ainda ndo foram completamente
elucidados. El-Ghaouth et al. (1992a) observaram que a quitosana alterou bruscamente a
morfologia das hifas de R. stolonifer. No entanto, essas altera¢c@es ndo foram observadas com o B.

cinerea, indicando que os efeitos da quitosana podem variar com o fungo.
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Figura 5.5 - Crescimento micelial de Colletotrichum gloeosporioides cultivado em meio batata-dextrose-agar

incorporado com diferentes concentracGes de quitosana (%)

Desta forma, os efeitos da quitosana sobre a antracnose em mamao parecem ser
curativos, ja que in vitro, o produto inibe completamente o desenvolvimento de C.

gloeosporioides, mesmo que em baixas concentracées (0,25 %).

5.3 Conclusdes

A quitosana (1 %), reduz o tamanho das lesdes causadas por C. gloeosporioides,
atuando diretamente no controle da podriddo, e ndo influencia, nesta concentragdo, as
caracteristicas fisico-quimicas dos frutos, porém ndo exerce efeito aditivo no controle da doenca
quando combinada ao tratamento térmico. In vitro, a quitosana inibe o crescimento micelial e a

germinacdo de conidios de C. gloeosporioides.
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6 PROTECAO POS-COLHEITA DE MAMAO CV. GOLDEN CONTRA ANTRACNOSE

POR Bacillus thuringiensis E Saccharomyces cerevisiae

Resumo

A inducdo de resisténcia e o controle bioldgico sdo métodos alternativos de controle
de doencas de plantas, com potencial de minimizar o impacto sobre o ambiente causado pela
aplicacdo de produtos quimicos. O objetivo deste trabalho foi avaliar os efeitos da levedura
Saccharomyces cerevisiae, e da bactéria Bacillus thuringiensis, no controle in vivo e in vitro de
C. gloeosporioides. No ensaio in vitro, avaliou-se o crescimento micelial, através da transferéncia
de um disco de micélio (3 mm) para o centro de placas contendo diferentes concentracdes do
filtrado do fermento Fleischmann® (S. cerevisiae) ou de Dimypel® (B. thuringiensis)
incorporadas ao meio batata-dextrose-agar, bem como através do cultivo do patdgeno na presenga
da bactéria ou da levedura. A germinacdo de conidios foi determinada apds a deposicao de 40 pL
da suspensdo de esporos (10° conidios mL™) e 40 pL do filtrado da levedura ou da bactéria nas
concentracdes de 0; 2,5; 5; 10; 20 ou 40 mg mL™, ou 7,5; 15; 30; 60; 120 mg mL?,
respectivamente, em quatro quadrantes para cada placa de poliestireno. No ensaio in vivo,
mamdes cv. Golden foram inoculados atraves de injecdo subcuticular de 15 pL da suspenséo de
esporos, com o auxilio de uma seringa de cromatografia e, apos 10 h, aspergidos com diferentes
concentracOes de S. cerevisiae ou B. thuringiensis. Para avaliar a possibilidade de inducdo de
resisténcia pela levedura ou pela bactéria, mamdes foram também inoculados apos 24, 48 e 72 h
do tratamento a 20 mg mL™ ou 7,5 mg mL™, respectivamente, utilizando-se 5 repeticdes, com 4
frutos como unidade experimental. Os frutos foram armazenados a 25 °C / 80 %UR por 7 dias e,
avaliados diariamente quanto a incidéncia e a severidade da podriddo (diametro das lesdes), além
das atividades das enzimas peroxidase, [3-1,3-glucanase e quitinase. Os resultados evidenciaram
que nenhuma das concentragOes testadas dos filtrados da bactéria ou da levedura influenciaram o
crescimento micelial e a germinacéo de conidios de C. gloeosporioides. No entanto, S. cerevisiae
inibiu o crescimento do patdgeno quando cultivado na presenca da levedura. A bactéria e a
levedura ndo se mostraram eficientes em controlar a antracnose em mamao, quando aplicadas 10
h ap6s a inoculacéo do patégeno. No entanto, a concentragdo de 20 mg mL™ de S. cerevisiae e de
7,5 mg mL™ de B. thuringiensis aplicadas 24 h antes da inoculagdo do patgeno, reduziram de

maneira significativa a incidéncia da antracnose nos frutos. As andlises da atividade das enzimas
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relacionadas a patogénese revelaram que a bactéria e a levedura ndo induziram o acumulo das

mesmas.

Abstract

The resistance induction and the biological control are alternative methods for plant
disease control, exhibiting potential to minimize the impact on the environment caused by
application of chemical products. The objective of this work was to evaluate the effect of
Saccharomyces cerevisiae and Bacillus thuringiensis on the in vitro and in vivo control of C.
gloeosporioides. Mycelial growth was evaluated by transference of a mycelial disc (3 mm) to the
center of plates having different concentrations of the filtered from baker’s yeast Fleischmann®
(S. cerevisiae) or Dimypel® (B. thuringiensis) incorporated into potato-dextrose agar medium,
and also by growing the pathogen together with the bacterium or yeast. Conidium germination
was evaluated after deposition of 40 pL of the spore suspension (10° conidium mL™) and 40 pL
of the yeast filtrate or bacterium in the concentrations of 0, 2.5, 5, 10, 20 or 40 mg mL™, or 7.5,
15, 30, 60, 120 mg mL™, respectively, in four quadrants for each polystyrene plate. In the in vivo
assay, papaya fruits cv. Golden were inoculated by subcuticular injection of 15 pL of the spore
suspension, with the aid of a chromatography syringe. After 10 h, fruits were sprayed with
different concentrations of S. cerevisiae or B. thuringiensis. To evaluate the possibility of
resistance induction by the yeast or bacterium, papaya fruits were also inoculated 24, 48 and 72 h
after treatment of fruits with 20 or 7.5 mg mL™, respectively. The experimental design had 5
repetitions with 4 fruits as experimental unit. The fruits were stored at 25 °C / 80 %RH for 7 days
and evaluated for rot incidence and severity (lesion diameter), daily. Peroxidase, -1,3-glucanase
and chitinase activities were also evaluated. The results showed that none of the filtrate
concentrations from of bacterium or yeast reduced mycelial growth and conidium germination of
C. gloeosporioides. However, the fungal growth was inhibited when the pathogen was cultivated
with the yeast. The bacterium and yeast were not efficient on the anthracnose control when
applied 10 h after the fruit inoculation. On the other hand, S. cerevisiae at 20 mg mL™ and B.
thuringiensis at 7.5 mg mL™ applied 24 h before the fungal inoculation, significantly reduced the
anthracnose incidence. The analyses regarding the pathogenesis related proteins showed that the

bacterium and yeast did not induce the accumulation of them.



117

6.1 Introducéo

ApoOs a colheita, 0 mamédo é altamente perecivel podendo ser armazenado por
aproximadamente 3 semanas sob condi¢Ges adequadas de armazenamento (10 — 12 °C / 9045
%UR) (BLEINROTH; SIGRIST, 1989). A deterioracdo dos frutos pode ocorrer durante o
armazenamento ou transporte e, a antracnose, causada por C. gloeosporioides, é relatada como a
doencga mais importante dos frutos (SNOWDON, 1990). Nas regifes Norte Litoranea do Espirito
Santo e Sul da Bahia, a elevada incidéncia da antracnose nos frutos, nos meses mais quentes e
Umidos do ano (outubro a margo), tem limitado a comercializacdo do mamao, tanto para o
mercado interno, quanto para a exportacdo (MARIN, 2004).

N&o existem cultivares resistentes a doenga. Medidas de controle visando a reducéo
da incidéncia da antracnose em frutos devem ser iniciadas em campo, seguidas pelo tratamento
térmico dos frutos em pds-colheita aliado ou ndo a aplicacdo de um fungicida. Neste sentido, o
aumento da protecdo de tecidos da planta hospedeira durante os periodos de suscetibilidade
através da resisténcia induzida ou adquirida é considerada uma estratégia preferencial para os
programas de manejo integrado (KUC, 2000).

A inducdo de resisténcia e o controle biologico sdo métodos alternativos de controle
de doencas de plantas, com potencial de minimizar o alto custo, o aumento de resisténcia dos
fitopatdgenos e o impacto sobre o ambiente causado pela aplicacdo de produtos quimicos. Uma
das principais razGes para a ineficacia do biocontrole é a inabilidade para controlar as condi¢des
ambientais. Em pos-colheita, estas condi¢cdes podem ser facilmente controladas, facilitando a
aplicacdo deste agente. Assim, microrganismos antagonistas podem ser promissores como
“fungicidas vivos” para o controle de doencas pds-colheita de frutos (WILSON et al., 1991).

Vaérios trabalhos indicam o potencial da levedura S. cerevisiae na ativacdo de
mecanismos de resisténcia e na protecdo de plantas contra fitopatégenos (PASCHOLATI, 1998;
PICCININ, 1995). Stangarlin e Pascholati (1994) relataram, em trabalho com milho, que as
plantas foram protegidas por S. cerevisiae contra Exserohilum turcicum, constatando-se a redugéo
do tamanho e do nimero de lesBes por planta, a esporulagéo do fungo nos tecidos do hospedeiro,
além da germinacdo e penetracdo dos conidios. A resposta protetora foi dependente da
concentracdo da levedura utilizada, bem como do intervalo de tempo entre a aplicagdo do produto
e a inoculacdo do patogeno e envolveu antibiose e inducdo de resisténcia. Roveratti (1989)

constatou que plantas de café foram protegidas contra Hemileia vastatrix pela aplicacdo de S.
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cerevisiae, utilizando fermento biolégico comercial, ndo se constatando a inducdo de resisténcia
nas plantas. Os autores observaram ainda que a levedura reduziu o nimero de esporos presentes
nas folhas e inibiu a germinacdo, sendo que a maior reducdo na severidade da ferrugem foi obtida
utilizando-se concentracdes iguais ou maiores a 20 mg mL™ do produto comercial.

Alguns trabalhos também mostram o uso de B. thuringiensis e suas preparacdes
disponiveis comercialmente, por exemplo, Thuricide e Dipel, no controle de fitopatogenos.
Guzzo e Martins (1996) demonstraram que B. thuringiensis protegeu plantas de café contra H.
vastatrix, constatando-se o aumento da atividade de [3-1,3-glucanase e quitinase apés aplicacdo
da bactéria na concentracdo de 50 mg mL™, sendo utilizada a formulagdo comercial Thuricide
HP-Sandoz. Korsten et al. (1995) afirmaram que Bacillus spp., especialmente B. subtilis, provou
ser altamente efetivo como um agente de biocontrole contra doengas de pos-colheita.

Desta forma, o objetivo deste trabalho foi avaliar os efeitos de S. cerevisiae e de B.
thuringiensis na protecdo de frutos de mamoeiro contra a antracnose em poés-colheita e, 0s
possiveis mecanismos bioguimicos de resisténcia envolvidos no processo, bem como investigar a

atuacdo da levedura e da bactéria sobre o desenvolvimento de C. gloeosporioides, in vitro.

6.2 Desenvolvimento
6.2.1 Revisdo Bibliografica

Dentre os 200 produtos bioldgicos disponiveis no mercado, os biopesticidas, que
possuem microrganismos como ingrediente ativo, representaram em 1995, apenas 0,7 % do
mercado mundial de pesticidas. No entanto, este seguimento cresce entre 10 a 25 % ao ano,
enquanto os pesticidas quimicos crescem a taxas entre 1 a 2 %. Cerca de 80 % do mercado de
biopesticidas é representado por produtos a base da bactéria Bacillus thuringiensis no controle de
insetos. Outros exemplos de microrganismos comercializados sdo Agrobacterium radiobacter no
controle da galha da coroa causada por Agrobacterium tumefaciens, Tricoderma harzianum no
controle de Sclerotium rolfsii, a levedura Candida oleophila no controle de fitopatégenos em pos-
colheita, entre outros (DE NARDO; CAPALBO, 2000). Biofungicidas preparados com
microrganismos para uso em pos-colheita estdo em desenvolvimento em varios paises. Entre
estes, encontram-se disponiveis comercialmente o produto Aspire, constituido de C. oleophila,
registrado em lIsrael e nos EUA para utilizacdo no controle de doencas de pés-colheita causadas
por Botrytis e Penicillium (VALDEBENITO-SANHUEZA, 2000).
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O controle de patdgenos de ocorréncia na pos-colheita pode ser feito durante o ciclo
da cultura ou ap6s a colheita. O controle, ainda no campo, tem por objetivo evitar a penetracao
dos patégenos nos tecidos dos frutos e seu posterior desenvolvimento durante o armazenamento.
O controle efetuado ap6s a colheita tem dois objetivos: evitar que os patdgenos quiescentes nos
tecidos causem podriddes e impedir novas infec¢des (BETTIOL; GHINI, 1995).

S. cerevisiae € um fungo ascomiceto que pode formar ascos sem a producgdo de
ascocarpos e o crescimento da col6nia se d& por brotagdo das células, ndo havendo producao de
micélio (AGRIOS, 2004). Seu habitat natural € a superficie de frutas, porém tem sido utilizada
pelo homem na producdo de bebidas alcodlicas, etanol e na panificacdo. Nesses processos, a
funcdo da levedura, geralmente, € de apenas como um agente biolégico de transformagdo, uma
vez que ao final do processo produtivo € descartada sendo considerada como subproduto. Assim,
torna-se necessaria uma busca por novas aplicacfes deste organismo apo6s a utilizacdo em
processos primarios (FIALHO, 2004).

Os mecanismos pelos quais fungos e leveduras podem restringir o crescimento e
desenvolvimento de fitopatogenos fungicos, e reduzir o processo de desenvolvimento da doenca

sdo: parasitismo, producédo de antibidticos, producdo de enzimas extracelulares, interferéncia nos
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lenticelas. Geralmente, estes locais sdo ricos em acgucares e aminodcidos. Desta forma,
microrganismos de controle que tém a capacidade de competir por estes sitios de infeccdo e usar
os nutrientes disponiveis podem deslocar de forma eficaz o patdgeno por impedir a germinagao
de propagulos ou a infeccdo (PUNJA; UTKHEDE, 2003).

Além dos mecanismos citados, ha véarios estudos que demonstram a atuacdo da
levedura como indutor de resisténcia em plantas (LABANCA, 2002; RONCATTO;
PASCHOLATI, 1998; WULFF; PASCHOLATI, 1999), sendo provavel que a resisténcia
induzida por S. cerevisiae esteja ligada a determinados carboidratos e glicoproteinas presentes na
parede celular (LABANCA, 2002; WULFF; PASCHOLATI, 1999). Piccinin (1995) demonstrou
o efeito de suspensdes de células dessa levedura (linhagem de panificacdo) na prote¢do de plantas
de maracuja contra Xanthomonas campestris pv. passiflora e eucalipto contra B. cinerea.
Resultados mais recentes evidenciaram a obtencdo de elicitores glicoprotéicos de S. cerevisiae,
que induzem o acumulo de fitoalexinas em sorgo (WULFF; PASCHOLATI, 1998). Martins et al.
(1986) relataram que a aplicacdo do filtrado de cultura de S. cerevisiae em folhas de café, 72 h
antes da inoculacdo com H. vastatrix, induziu resisténcia ao patogeno. Da Silva e Pascholati
(1992) constataram que o filtrado de cultivo da levedura inibiu a germinacdo de esporos e a
formagdo de apressorios por C. graminicola e protegeu plantas de milho contra o patégeno.
Reglinski; Lyon e Newton (1994) observaram que extratos de S. cerevisiae resultaram na redugéo
de cerca de 90 % da infeccdo por Erysiphe graminis em cevada, além de aumentos na atividade
da fenilalanina amonia-liase. Recentemente, Fialho (2004) constatou que a linhagem CR-1 de S.
cerevisiae, utilizada em processos fermentativos, inibiu em 73 % o crescimento micelial de
Guignardia citricarpa.

Além de S. cerevisiae, a bactéria B. thuringiensis tem se mostrado um potencial
agente indutor de resisténcia. Cafeeiros suscetiveis a H. vastatrix, agente causal da ferrugem
alaranjada, previamente tratados com Thuricide (B. thuringiensis), mostraram-se protegidos
contra uma posterior infecgdo pelo patdgeno (ROVERATTI; TEIXEIRA; MORAES, 1989). Este
produto foi eficiente em induzir resisténcia sistémica nas plantas, reduzindo o tamanho das
lesbes. Posteriormente, Guzzo e Martins (1996) demonstraram que B. thuringiensis protegeu
plantas de café contra H. vastatrix, constatando-se o aumento da atividade de [-1,3-glucanase e
quitinase ap6s aplicacdo da bactéria na concentracdo de 50 mg mL™*, sendo utilizada a

formulagdo comercial Thuricide HP-Sandoz. Korsten et al. (1995) afirmaram que Bacillus spp.,
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especialmente B. subtilis, provou ser altamente efetivo como um agente de biocontrole contra
doencas de pos-colheita, exercendo efeito inibitério contra infeccbes de C. gloeosporioides,
Phomopsis perseae, Pestalotiopsis versicolor e Fusarium solani em abacate.

Estes relatos demonstram o potencial de S. cerevisiae e B. thuringiensis no

biocontrole de fitopatdgenos, inclusive para o manejo de doencas de pos-colheita.

6.2.2 Material e Métodos
Efeito de S. cerevisiae e B. thuringiensis no controle de C. gloeosporioides in vivo

Mamdes cv. Golden, provenientes de Linhares / ES, foram inoculados com o auxilio
de uma seringa de cromatografia, em dois pontos opostos, na regido equatorial, com 15 pL da
suspensdo conidial de C. gloeosporioides (8x10° conidios mL™) (GUPTA; PATHAK, 1990).
Apos 10 h da inoculagdo, os frutos foram tratados, por aspersao, com diferentes concentracdes da
levedura S. cereviseae, utilizando-se fermento bioldgico fresco (Fleischmann®) (0; 2,5; 5; 10; 20
e 40 mg mL™) ou, com diferentes concentracdes de B. thuringiensis, utilizando o produto
comercial Dimypel® (0; 7,5; 15; 30; 60 e 120 mg mL™). Os frutos testemunha foram aspergidos
com &gua destilada. O delineamento experimental foi inteiramente casualizado, com 5 repeti¢es
contendo 3 frutos como unidade experimental. Para avaliar a possibilidade de inducdo de
resisténcia por S. cerevisiae ou por B. thuringiensis, mamdes foram também inoculados apds 24,
48 e 72 h do tratamento na dose de 20 mg mL™ ou 7,5 mg mL™, respectivamente. Para tanto, os
frutos foram mantidos a 10 + 1 °C /90 £ 5 %UR até que fossem tratados. Apos os tratamentos, 0s
frutos permaneceram a 25 + 1°C / 80 £ 5 %UR até a inoculacdo e durante o periodo de avaliacéo.
Neste caso, adotou-se o delineamento experimental inteiramente casualizado, em arranjo fatorial
2 x 3, com 5 repeti¢cdes contendo 4 frutos como unidade experimental. As avaliagcbes foram
realizadas diariamente medindo-se o didmetro das lesbes e a incidéncia da podriddo. Os dados
obtidos foram utilizados para calcular a area abaixo da curva de progresso da doenca (AACPD),
utilizando-se a equacao:

AACPD = Z [(Yi + Vi+1) / 2 X (tiv1 — ;)] (@)

sendo, y; o didmetro ou incidéncia de uma lesdo no tempo ti, em dias, e yi+1 0 didmetro ou
incidéncia da les&o no tempo tj+; (DE CAPDEVILLE et al., 2002).
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Procedeu-se também a avaliagdo das enzimas peroxidase, 3-1,3-glucanase e quitinase,
utilizando amostras de trés frutos para cada um dos tratamentos, obtidas em diferentes intervalos
de tempo apds o tratamento dos frutos, de acordo com as seguintes metodologias:

Extracdo das proteinas: amostras dos frutos (= 2 g) foram retiradas ap6s diferentes intervalos de
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cubeta de referéncia. Os resultados foram expressos em unidades de absorbancia min™ mg de
proteina™.

Determinacao de proteinas totais: o teste de Bradford (1976) foi empregado para quantificacdo do

conteldo total de proteinas nas amostras. Para tanto, adicionou-se a cada 0,8 mL do sobrenadante
0,2 mL do reagente de Bradford. Apds 10 min, efetuou-se a leitura da absorbancia a 595 nm em
espectrofotdmetro. A concentragdo de proteinas, expressa em termos de equivalentes pg de
albumina de soro bovino (ASB) em 0,8 mL de amostra (ug proteina / 0,8 mL), foi determinada
utilizando-se curva padréo de concentra¢des de ASB variando de 0 a 25 pg /0,8 mL.

Ao final do periodo de avaliacdo 5 frutos de cada tratamento foram também avaliados
quanto aos parametros fisico-quimicos:
Firmeza de polpa (N): através de texturdmetro TA-XT2, ponteira 8 mm, com distancia e
velocidade de penetracdo de 9 mm e 1 mml/s, respectivamente, efetuando-se a leitura em dois
pontos na regido equatorial dos frutos, apds a retirada da casca.
Cor da casca e cor da polpa: em colorimetro Minolta, modelo Chroma meter CR 300, sistema
L* a* b*, com seis leituras por fruto para cor de casca e duas leituras por fruto para cor de polpa.
Sélidos soluveis (°Brix): determinado no suco da fruta, obtido pela centrifugacdo de um fruto por
repeticdo, utilizando-se refratbmetro manual, marca Atago, com escala de 0 a 32 °Brix.
pH: determinado potenciometricamente em pHmetro Micronal-B274, no suco da fruta (1:9),
obtido pela centrifugacdo de um fruto por repeticéo.
Acidez total: determinada nas amostras anteriormente preparadas para determinacdo de pH,
empregando-se NaOH (0,1 N) para titulacdo até atingir pH 8,1. O resultado foi expresso em g
4cido mélico 100 g™ de amostra (CARVALHO et al., 1990).

Efeito de S. cerevisiae e B. thuringiensis sobre o desenvolvimento de C. gloeosporioides

in vitro
Com o objetivo de verificar a atuacdo direta da levedura ou da bactéria sobre o
desenvolvimento do fungo, avaliou-se a germinacgdo de conidios e o crescimento micelial de C.
gloeosporioides submetido a diferentes concentragdes de S. cerevisiae ou B. thuringiensis. Para a
avaliacdo da germinacdo de conidios utilizaram-se placas contendo meio de cultura AA (&gar-
agua), as quais foram divididas em quatro quadrantes. Em cada quadrante depositou-se 40 pL de

suspenséo conidial (10° conidios mL™) mais 40 pL da suspensdo da levedura (fermento biolégico
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Fleischmann®) ou da bactéria (Dimypel®), apés filtragem em filtro Millipore (0,22 um), em
diferentes concentragdes (0; 2,5; 5; 10; 20 e 40 mg mL™ ou 0; 7,5; 15; 30; 60 e 120 mg mL™,
respectivamente). A germinacdo dos conidios foi avaliada ap6s 10 h, a 25 °C, sob luz constante.
O delineamento experimental contou com 5 placas por tratamento e uma placa como unidade
experimental. As avaliacdes foram realizadas contando-se 50 conidios por quadrante.
Considerou-se germinado o conidio que apresentou o tubo germinativo de tamanho igual ou
superior a0 comprimento do esporo.

O efeito de diferentes concentracbes de S. cerevisiae e B. thuringiensis sobre o
crescimento micelial foi avaliado transferindo-se discos de micélio de 3 mm de didmetro,
retirados da borda de coldnias com 7 dias de cultivo, para o centro de placas contendo meio BDA
sobre o qual foi adicionado 1 mL da suspensdo da levedura (fermento bioldgico Fleischmann®)
ou da bactéria (Dimypel®), nas diferentes concentragdes, ap6s filtragem em Millipore (0,22 pm),
24 h antes da transferéncia do disco de micélio. As placas foram mantidas a 25 °C, sob
fotoperiodo (12 h luz / 12 h escuro), em incubadora tipo B.O.D. e, avaliadas diariamente
medindo-se o diametro da colénia em duas dire¢fes opostas, até que o didmetro da coldnia de um
dos tratamentos atingisse a borda da placa. Utilizaram-se 8 repeticbes por tratamento com uma
placa como unidade experimental. A avaliacdo do efeito da levedura e da bactéria sobre o
crescimento micelial de C. gloesporioides foi também realizada através da deposi¢do de um disco
de micelio do fungo no centro da metade de placas contendo BDA. Na outra metade, diferentes
concentracBes de S. cerevisiae (fermento biolégico Fleischmann®) ou de B. thuringiensis
(Dimypel®) foram depositadas através de estrias sobre 0 meio de cultura efetuadas com alca de
platina. As placas foram mantidas a 25 °C em incubadora tipo B.O.D. e, avaliadas diariamente
medindo-se o diametro da colénia em duas dire¢fes opostas, até que o didmetro da coldnia de um
dos tratamentos atingisse a borda da placa. Utilizaram-se 8 repeti¢des por tratamento com uma
placa como unidade experimental. Além destes ensaios, a possibilidade da produgéo de volateis
pela levedura ou pela bactéria, que inibissem o crescimento do fungo, foi avaliada utilizando-se
placas de poliestireno divididas ao meio, contendo meio BDA. Em um dos lados, efetuou-se uma
estria com a levedura ou com a bactéria e do lado oposto, transferiu-se um disco de micélio (3
mm de diametro) do fitopatdgeno. As placas foram mantidas a 25 °C em incubadora tipo B.O.D.
e, avaliadas diariamente medindo-se o diametro da colénia. Com os dados obtidos calculou-se o

ICM (indice de crescimento micelial), de acordo com Peres et al. (2003), através da férmula:
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ICM =Ci.N;t + CoNy ™ + .+ C Nt 2)

onde, C; = crescimento micelial no primeiro dia e N; = nimero de dias.

6.2.3 Resultados e Discusséo
Efeito de S. cerevisiae na protecdo de mamdes contra a antracnose
As avaliacbes de severidade e incidéncia da antracnose nos frutos de mamoeiro
inoculados 10 h antes dos tratamentos com S. cerevisiae (Figuras 6.1A e 6.1B) revelaram que a
levedura ndo foi eficiente em controlar curativamente a podriddo de forma significativa (P <
0,05). Kamida; Pascholati e Bellato (2000) relataram que os mecanismos de protecdo de plantas
pela levedura, podem ocorrer, aparentemente, devido a acdo direta sobre o patdgeno (controle

bioldgico), bem como pela indugéo de resisténcia no hospedeiro.
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Figura 6.1 - Area abaixo da curva de progresso da doenca (AACPD) para os valores de severidade (mm) (A) e
incidéncia (% de ocorréncia) (B) de antracnose em mamdes inoculados com C. gloeosporioides 10 h
antes dos tratamentos com diferentes concentragdes (mg mL™) de S. cerevisiae (fermento biolégico

Fleischmann®)
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A avaliacdo dos efeitos de S. cerevisiae sobre os pardmetros fisico-quimicos dos

frutos (Tabelas 6.1 e 6.2) demonstrou que a levedura ndo exerceu influéncia sobre o teor de

solidos soluveis, pH, acidez total, firmeza, cor de casca e de polpa de mamao, apds 7 dias de

armazenamento sob condi¢do ambiente.

Tabela 6.1 - Parametros fisico-quimicos de mamdes cv. Golden tratados com diferentes

concentracdes de S. cereviseae (mg mL™), e avaliados apés 7 dias de
armazenamento a 25 °C / 80 %UR

Solidos solaveis pH Acidez total Firmeza
Tratamentos (°Brix)* (g 4c. malico 100g™) (N)
Dia 0 11,3 5,77 0,07 105,29
Testemunha 10,8 abc 5,38a 0,06 a 2,48 a
2,5 11,2 ab 53la 0,06 a 3,20a
5 116a 539a 0,07 a 2,74 a
10 10,1 bc 543 a 0,06 a 1,78 a
20 10,3 bc 53la 0,05a 2,14 a
40 99c 532a 0,06 a 2,83 a
C.V. (%) 5,48 2,31 15,13 36,76

* Média de cinco frutos por tratamento.

Médias seguidas pela mesma letra, na coluna, ndo diferem significativamente entre si pelo teste de Tukey (P < 0,05).

Tabela 6.2 - Cor de casca e de polpa de mamdes cv. Golden tratados com diferentes

concentracdes de S. cereviseae (mg mL™Y), avaliados apés 7 dias de
armazenamento a 25 °C / 80 %UR

Cor de casca”

Cor de polpa*

Tratamentos L a b L a b
Dia 0 61,77 -19,41 42,85 64,82 19,85 43,99
Testemunha 84,53 a 480a 72,85a 60,23 a 18,16 a 46,13 a
2,5 84,53 a 4,47 a 73,17 a 59,68 a 17,93 a 44,90 a
5 84,39 a 4,79 a 73,33 a 58,62 a 18,19 a 46,15 a
10 83,89 a 496 a 72,25 a 56,93 a 18,79 a 44,41 a
20 83,77 a 484 a 72,45 a 58,45 a 18,55 a 45,21 a
40 84,88 a 3,55a 71,31a 61,94 a 17,99 a 45,41 a
C.V. (%) 1,90 32,93 2,02 5,32 6,39 4,73

* Em colorimetro Minolta, sistema L* a* b*, onde L* representa luminosidade (O=preto a 100=branco), a* e b*

cromaticidade (a=verde a a*=vermelho e, b’=azul a b*=amarelo).

Médias seguidas pela mesma letra, na coluna, ndo diferem significativamente entre si pelo teste de Tukey (P < 0,05).

Ao analisarmos os efeitos da levedura e do intervalo de tempo entre tratamento e

inoculagdo sobre a severidade da antracnose em maméo (Figura 6.2A) verificamos que S.
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cerevisiae ndo influenciou no crescimento das lesdes. Os efeitos de S. cerevisiae sobre a
incidéncia da antracnose em mamao, inoculado em diferentes intervalos de tempo apds o
tratamento, podem ser observados na Figura 6.2B. Os resultados demonstram que a aplicacdo da
levedura 24 h antes da inoculagdo dos frutos reduziu significativamente a incidéncia da doenca,
sendo significativa (P < 0,05) a interagdo entre S. cerevisiae e o intervalo de tempo entre
tratamento e inoculagdo. Isto evidencia a possibilidade de que a levedura possa ter induzido
respostas de defesa nos frutos, como proteinas relacionadas a patogénese (quitinase, (-1,3-
glucanase e peroxidase), as quais poderiam ter sido eficientes em reduzir a incidéncia da
antracnose.

No entanto, os resultados das analises bioguimicas revelaram que S. cerevisiae nao
induziu de forma significativa (P < 0,05) o acumulo de algumas enzimas relacionadas a
patogénese (Tabela 6.3), as quais poderiam explicar a menor incidéncia da antracnose em
mamdes inoculados 24 h ap06s o tratamento dos frutos. Porém, outros mecanismos de controle
podem estar envolvidos no processo, como a competicdo por espaco e nutrientes ou ainda a
antibiose, ja que observou-se que a levedura exerce efeito direto sobre o desenvolvimento in vitro
de C. gloeosporioides quando cultivado na presenca da mesma (Figura 6.5B).

Sabe-se que especies do género Colletotrichum precisam de fonte de nutrientes
externa ao conidio para germinarem. Neste sentido, as leveduras, eficientes competidoras por

acucar no filoplano da maioria das espécies culti
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Figura 6.2 - Area abaixo da curva de progresso da doenca (AACPD) para os valores de diametro das lesdes (mm) (A)
e incidéncia (% de ocorréncia) da antracnose (B) em mamdes inoculados com C. gloeosporioides 24, 48
ou 72 h ap6s tratamento dos frutos com S. cerevisiae (20 mg mL™). Letras distintas representam a
interacdo significativa entre os tratamentos nos diferentes intervalos de tempo, pelo teste de Tukey (P <

0,05). Test. = frutos tratados com agua destilada e SC = frutos tratados com S. cerevisiae (fermento

biolégico Fleischmann®)

Sob tal aspecto, Dantas et al. (2004) observaram o controle da antracnose em mamao,
através do tratamento em pré e pés-colheita com o produto comercial Agro-Mos®, um indutor
bidtico que possui na sua composicdo um mananoligossacarideo fosforilado derivado da parede
celular de S. cerevisiae. Recentemente, Bonaldo (2005) demonstrou a existéncia de compostos
termoestaveis na parede celular de S. cerevisiae, capazes de induzir a sintese de fitoalexinas em
mesocotilos de sorgo, com atividade antifingica sobre C. sublineolum e C. lagenarium, e com
potencial para induzir resisténcia local em pepino contra C. lagenarium e resisténcia local e

sisttmica em sorgo contra C. sublineolum. Por sua vez, em trabalho com folhas de café cv.
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Mundo Novo, Martins et al. (1986) relataram que a aplicacdo do filtrado do extrato de S.
cerevisiae, 72 h antes da inoculagdo com H. vastatrix, induziu resisténcia ao patégeno, ja que nao
houve um efeito direto sobre a germinacao de esporos e formacao de apressorio pelo fungo e, no
entanto, a doenca foi reduzida significativamente. Em plantas de sorgo, o tratamento com S.
cerevisiae, formulada como Fermento Biologico Fleischmann, protegeu parcialmente o cv.

Brandes em casa-de-vegetacdo e no campo contra C. sublineolum (LOPEZ, 1991).



Tabela 6.3 - Atividade das enzimas peroxidase, quitinase e p-1,3-glucanase (UA min™
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Quanto aos parametros fisico-quimicos dos frutos inoculados apds o tratamento com a
levedura, observa-se pela Tabela 6.4 que o momento em que os frutos foram tratados exerceu
influéncia significativa somente sobre o parametro firmeza, sendo que aqueles tratados 24 h antes
da inoculacdo apresentaram o menor valor. Isto se explica porque os frutos tratados 24 h antes da
inoculacdo foram armazenados a 10 °C / 90 %UR pelo periodo de dois dias, ou seja, até o
momento do tratamento, portanto, essa temperatura ndo foi suficiente para manter a firmeza dos
frutos inalterada. Quanto aos parametros cor de casca e de polpa (Tabela 6.5), observa-se que 0s
frutos tratados 24 h antes da inoculagdo estavam com valores mais elevados dos pardmetros a* e
b* da casca, ou seja, estavam menos verdes e mais amarelos quando comparados aos demais

tratamentos. Os demais parametros ndo foram influenciados pelos diferentes tempos.

Tabela 6.4 - Pardmetros fisico-quimicos de mamdes cv. Golden avaliados no momento dos

tratamentos com a S. cerevisiae a 20 mg mL™

Sélidos soluveis pH Acidez total Firmeza
Tempos™ (°Brix)" (g 4c. malico 100g™) (N)
—72h 12,76 a 520a 012a 109,19 a
—48h 12,56 a 5184 01la 110,94 a
—24h 13,36 a 5,20 a 0,11a 86,69 b
C.V. (%) 4,87 0,85 9,57 10,15

* Média de cinco frutos por tratamento.
Médias seguidas pela mesma letra, na coluna, ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey (P < 0,05).

Tabela 6.5 - Cor de casca e de polpa de mamdes cv. Golden avaliados no momento dos

tratamentos com a S. cerevisiae a 20 mg mL™

* Cor de casca” Cor de polpa
Tempos L a b L a B
—-72h 61,20 a -19,44 b 41,06 b 65,78 a 16,84 a 43,95 a
—48h 62,08 a -19,98 b 41,12 b 64,92 a 18,94 a 44,13 a
—24h 61,33 a -17,37a 47,01 a 65,64 a 17,90 a 43,40 a
C.V. (%) 2,21 5,21 2,73 3,01 10,16 3,96

* Média de cinco frutos por tratamento.

* Em colorimetro Minolta, sistema L* a* b*, onde L* representa luminosidade (O=preto a 100=branco), a* e b*
cromaticidade (a=verde a a'=vermelho e, b'=azul a b*=amarelo).

Médias seguidas pela mesma letra, na coluna, ndo diferem significativamente entre si pelo teste de Tukey (P < 0,05).

As caracteristicas fisico-quimicas dos frutos no momento em que foram inoculados

ndo foram influenciadas pela levedura, mas o fator intervalo de tempo entre tratamento e
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inoculagdo alterou alguns destes pardmetros (Anexo A). O teor de solidos soliveis e o pH dos
frutos ndo foram influenciados pelo intervalo de tempo entre o tratamento e a inoculagdo dos
frutos. No entanto, os tratados 24 h antes da inoculagdo estavam mais &cidos e com maior firmeza
de polpa quando comparados aos demais, por terem permanecido menos tempo (do tratamento até
a inoculagdo) a 25 °C, e desta forma estavam, possivelmente, em estddio menos avancado de
maturagéo.

De forma semelhante, observa-se que a levedura ndo alterou os pardmetros L*, a* e b*
da cor da casca, at¢é 0 momento da inoculagdo dos frutos (Anexo B). No entanto, estes foram
influenciados pelo fator intervalo de tempo, estando os frutos tratados 24 antes da inoculagéo,
mais escuros e verdes e menos amarelos, quando comparados aos tratados 48 e 72 h antes da
inoculagdo. A cor da polpa dos frutos (Anexo C) somente foi influenciada pela levedura quanto ao
parametro L*, estando os frutos tratados mais escuros. Os demais parametros ndo se alteraram
devido a aplicacédo da levedura ou ao fator intervalo de tempo entre tratamento e inoculagéo.

ApoOs o armazenamento dos frutos, nota-se que o teor de solidos sollveis ndo foi
alterado pela aplicagéo de S. cerevisiae ou pelo intervalo de tempo entre tratamento e inoculagéo.
Por outro lado, o fator tempo influenciou a acidez total dos frutos, estando os tratados 72 h antes
da inoculacdo, menos acidos. Este comportamento refletiu nos valores de pH, estando estes frutos
com o maior valor. A firmeza dos frutos foi influenciada significativamente pela aplicacdo da
levedura e pelo intervalo de tempo entre o tratamento e a inoculagdo, havendo interacdo
significativa entre os fatores S. cereviseae x tempo. Notou-se que os frutos tratados com a
levedura estavam mais firmes sendo que, aqueles tratados 24 h antes da inoculagdo diferiram
significativamente da testemunha (Anexo D).

Quanto a cor de casca (Anexo E), observa-se que a levedura alterou somente o
pardmetro L*, estando os frutos tratados com maior luminosidade. Entretanto, houve interacdo
significativa entre tempo x S. cerevisiae quanto ao pardmetro a*, que indica a mudanca de cor
verde para vermelho. Os frutos tratados 24 h antes da inoculagdo estavam mais vermelhos quando
comparados aos demais. A cor da polpa dos frutos (Anexo F) somente foi influenciada pela
interacdo levedura x tempo quanto ao parametro b*, estando os frutos tratados 24 h antes da
inoculag&o, menos amarelos.

Estes resultados indicam que a levedura, de maneira geral, ndo alterou as

caracteristicas fisico-quimicas dos frutos de forma que pudessem explicar os resultados obtidos
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sobre os efeitos de S. cerevisiae sobre o controle da antracnose. No entanto, os frutos tratados 24 h
antes da inoculacdo do patégeno mantiveram-se mais firmes que aqueles ndo tratados, o que pode

ter evitado o desenvolvimento do fungo.

Efeito de B. thuringiensis na protecdo de mamades contra antracnose
Nas Figuras 6.3A e 6.3B encontram-se os resultados do efeito de B. thuringiensis
sobre a severidade e a incidéncia da antracnose em mamao. Nota-se que a bactéria ndo influenciou
diretamente no controle de C. gloeosporioides, ndo havendo diferencas significativas entre as
diferentes concentracOes testadas e a testemunha quanto a estes dois parametros.
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Figura 6.3 - Area abaixo da curva de progresso da doenca (AACPD) para os valores de severidade (mm) (A) e de

incidéncia (% de ocorréncia) (B) de antracnose em mamdes inoculados com C. gloeosporioides 10 h

antes dos tratamentos com diferentes concentracdes (mg mL™) de B. thuringiensis (Dimypel®)

Quanto aos parametros fisico-quimicos (Tabelas 6.6 e 6.7) nota-se que a bactéria ndo
influenciou os teores de solidos solGveis, pH e a firmeza dos frutos. No entanto, aqueles tratados
com concentraces acima de 15 mg mL™ estavam menos acidos quando comparados aos demais.

O parametro b* da cor de casca foi influenciado pelas maiores concentracdes da bactéria (60 e
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120 mg mL™), estando os frutos menos amarelos. Quanto a cor de polpa, nota-se que os frutos
tratados com a dose de 120 mg mL™ estavam mais escuros e menos amarelos, indicando que
doses elevadas da bactéria podem prejudicar a aparéncia do fruto. Provavelmente, isto se deva a

uma fina camada esbranquicada formada ao redor do fruto devido a aplicacdo do produto.

Tabela 6.6 - Pardmetros fisico-quimicos de mamdes cv. Golden tratados com diferentes
concentracdes de Bacillus thuringiensis (mg mL™), avaliados apés 7 dias de
armazenamento a 25 °C / 80 %UR

Solidos soluveis pH Acidez total Firmeza
Tratamentos (°Brix)* (g 4c. mélico 100g™) (N)
Dia 0 11,4 5,34 0,08 116,23
Testemunha 12,5ab 5,45 a 0,10a 2,31la
75 12,0 ab 543 a 0,10 ab 1,99 a
15 129a 5,48 a 0,10 ab 1,23a
30 119 ab 5,46 a 0,09 be 2,67 a
60 12,0 ab 549 a 0,09 bc 2,14 a
120 115b 543 a 0,08 ¢ 2,65 a
C.V. (%) 4,67 1,95 11,11 39,94

X Média de cinco frutos por tratamento.
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do intervalo de tempo entre tratamento e inoculagdo. Os resultados demonstram que a aplicacao
da bactéria 24 h antes da inoculagdo dos frutos reduziu significativamente a severidade e a
incidéncia da doenca, sendo significativa (P < 0,05) a interagdo entre B. thuringiensis e o intervalo
de tempo entre tratamento e inoculagdo. Isto evidencia a possibilidade de que a bactéria possa ter
induzido respostas de defesa nos frutos, como proteinas relacionadas a patogénese (quitinase, -
1,3-glucanase e peroxidase), as quais podem ter sido eficientes em reduzir a incidéncia da
antracnose. No entanto, as avaliacOes de peroxidase, quitinase e [3-1,3-glucanase (Tabela 6.8) ndo
demonstraram que a bactéria foi eficiente em induzir o acimulo destas enzimas, de forma

significativa (P < 0,05).

A a

a
b
30
20 -
10 ~
0

o 24h  24h  48h  48h  72h  72h
2 (Test) (BT) (Test) (BT) (Test) (BT)
<

2001 B a
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160 1 a E— ]
a

120 b

80

40 -

0
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Tratamentos

Figura 6.4 - Area abaixo da curva de progresso da doenca (AACPD) para os valores de didmetro das lesdes (mm) (A)
e incidéncia (% de ocorréncia) da antracnose (B) em mamdes inoculados com C. gloeosporioides 24, 48
ou 72 h ap6s tratamento dos frutos com B. thuringiensis (7,5 mg mL™). Letras mindsculas distintas
representam a interacdo significativa entre os tratamentos nos diferentes intervalos de tempo, pelo teste
de Tukey (P < 0,05). Test. = frutos tratados com &gua destilada e BT = frutos tratados com B.

thuringiensis (Dimypel®)



Tabela 6.8 - Atividade das enzimas peroxidase, quitinase e B-1,3-glucanase (UA.min™* mg proteina™) em frutos de mamoeiro tratados

com B. thuringiensis (Dimypel®, 7,5 mg.mL™), antes da inoculacdo com C. gloeosporioides

9T

Tratamento® Peroxidase Quitinase F1,3-Glucanase

24 h 48 h 72 h 24 h 24 h 48 h 72 h 24 h 24 h 48 h 72h 24 h

AT? AT AT Al AT AT AT Al AT AT AT Al
72 (BT) 222,82 167,89 49,85 135,28 0,347 0,351 0,368 0,361 0485 0,382 0,341 0,424
72 (4gua) 125,80 101,71 93,93 126,18 0,302 0,324 0,361 0404 0351 0,379 0,338 0,456
48 (BT) 60,34 126,41 138,25 0,374 0,359 0,396 0,426 0,384 0,473
48 (4gua) 99,37 88,36 155,08 0,365 0,368 0,378 0471 0,383 0,430
24 (BT) 76,18 182,31 0,328 0,364 0,328 0,447
24 (agua) 53,50 122,86 0,368 0,377 0,336 0,420
C.V. (%) 2496 27,92 28,13 9,77 9,65 7,48 22,31 36,32 17,98

IFrutos tratados com BT (B. thuringiensis) ou agua, 72 h, 48 h ou 24 h antes da inoculacio com C. gloeosporioides;
’Atividade de peroxidase, quitinase e B-1,3-glucanase 24 h, 48 h e 72 h ap6s tratamento dos frutos (AT) e 24 h ap6s inoculacio (Al) dos mesmos.
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Geralmente, 0 modo de acdo dos agentes de controle biolégico é a produgdo de
antibioticos pelos antagonistas. Na auséncia de producdo de antibioticos, parece que o modo de
acdao pode envolver a competicdo por nutrientes, por espago, parasitismo direto, e inducdo de
resisténcia (WISNIEWSKI; WILSON, 1992). Sob tal aspecto, Guzzo e Martins (1996)
demonstraram que B. thuringiensis protegeu plantas de café contra H. vastatrix, constatando-se o
aumento da atividade de B-1,3-glucanase e quitinase apds aplicacdo da bactéria na concentracdo
de 50 mg mL™.

Observa-se pelas Tabelas 6.9 e 6.10 que 0 momento em que os frutos foram tratados
ndo exerceu influéncia significativa sobre nenhum dos pardmetros fisico-quimicos avaliados. As
caracteristicas fisico-quimicas dos frutos no momento em que foram inoculados também ndo
foram influenciadas pela bactéria (Anexo G), mas o fator intervalo de tempo entre tratamento e
inoculacdo alterou alguns destes parametros. O tratamento dos frutos com B. thuringiensis e 0s
diferentes intervalos de tempo entre tratamento e inoculacdo influenciaram o teor de sélidos
soliveis no momento da inoculagdo dos frutos, estando com os menores teores 0s tratados 72 h
antes da inoculacdo. A firmeza dos frutos também foi influenciada pelo intervalo de tempo entre
tratamento e inoculacdo, sendo que os frutos tratados 72 h antes da inoculacdo estavam com
menor firmeza de polpa quando comparados aos demais, por terem permanecido mais tempo (do
tratamento até a inocula¢do) a 25 °C, e desta forma estavam, possivelmente, em estadio mais
avangado de maturacao.

Quanto ao parametro cor de casca (Anexo H), observa-se que a bactéria ndo alterou os
pardmetros L*, a* e b*. No entanto, estes foram influenciados pelo fator intervalo de tempo,
estando os frutos tratados 24 antes da inoculacdo, mais escuros e verdes e menos amarelos,
quando comparados aos tratados 48 e 72 h antes da inoculacdo. Com o amadurecimento dos
frutos, ocorre um aumento da luminosidade de casca (L*), perda da cor verde (a*) e ganho da cor
amarela (b*), podendo explicar os resultados obtidos. Quanto a cor da polpa dos frutos (Anexo 1),
nota-se que a bactéria e o intervalo de tempo ndo influenciaram os parametros L*, a* e b*.

Apo6s 0 armazenamento (Anexo J), nota-se que o teor de sélidos solUveis dos frutos
ndo foi alterado pela aplicacdo de B. thuringiensis, mas os tratados 24 h antes da inoculagdo
estavam com maior teor quando comparados aos demais. Por outro lado, a bactéria influenciou a

acidez total dos frutos, estando mais elevada. Este comportamento néo refletiu nos valores de pH.
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A firmeza dos frutos ndo foi influenciada significativamente pela aplicacdo da bactéria e pelo
intervalo de tempo entre o tratamento e a inoculagéo.

Quanto a cor de casca (Anexo K), observa-se que a bactéria alterou somente o
pardmetro b*, estando os frutos tratados menos amarelos. Por outro lado, o fator intervalo de
tempo entre tratamento e inoculagdo alterou de forma significativa os parametros L* e a*. Os
frutos tratados 24 h antes da inoculacdo estavam mais vermelhos e escuros quando comparados
aos demais. A cor da polpa dos frutos (Anexo L) somente foi influenciada pelo intervalo de tempo
entre tratamento e inoculagdo, estando os frutos tratados 24 h antes da inoculagéo, mais escuros e

amarelos.

Tabela 6.9 - Parametros fisico-quimicos de mamdes cv. Golden avaliados antes de serem tratados

com B. thuringiensis a 7,5 mg mL™

Tempos* Solidos soluveis pH Acidez total Firmeza
(°Brix)! (g 4c. malico 100g™) (N)

—-72h 11,08 a 534a 0,11a 119,19 a

-48h 11,04 a 530a 0,11a 114,94 a

—-24h 10,72 a 533a 0,11a 118,47 a
C.V. (%) 4,70 0,95 10,75 9,82

* Média de cinco frutos por tratamento.
Médias seguidas pela mesma letra, na coluna, ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey (P < 0,05).

Tabela 6.10 - Cor de casca e de polpa de mamdes cv. Golden avaliados antes de serem tratados

com B. thuringiensis a 7,5 mg mL™

* Cor de casca” Cor de polpa
Tempos L a b L a b
—-72h 59,52 a -19,48 a 41,04 a 71,03 a 10,62 a 35,89 a
—48h 59,30 a -19,98 a 41,11a 71,23 a 10,88 a 36,87 a
-24h 58,85 a -20,09 a 41,20 a 72,17 a 10,16 a 3511a
C.V. (%) 3,26 6,04 3,27 5,06 26,31 14,56

* Média de cinco frutos por tratamento.

* Em colorimetro Minolta, sistema L* a* b*, onde L* representa luminosidade (O=preto a 100=branco), a* e b*
cromaticidade (a=verde a a'=vermelho e, b'=azul a b*=amarelo).

Médias seguidas pela mesma letra, na coluna, ndo diferem significativamente entre si pelo teste de Tukey (P < 0,05).

Efeito de S. cerevisiae e B. thuringiensis sobre o desenvolvimento de C. gloeosporioides
in vitro
O filtrado da levedura S. cerevisiae (fermento biolégico Fleischmann®), nas diferentes

concentracOes avaliadas, ndo interferiu sobre o crescimento micelial e sobre a germinagdo de
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conidios de C. gloeosporioides (Figuras 6.5A e 6.6), observando-se uma tendéncia de estimulo da
germinacdo de conidios do fungo devido a presenca do filtrado. Por outro lado, quando o fungo
foi cultivado na presenca de S. cerevisiae observou-se efeito significativo da levedura sobre o
crescimento de C. gloeosporioides (Figura 6.5B). Estas constata¢fes indicam que a levedura atua
diretamente no controle de C. gloeosporioides, podendo explicar os resultados obtidos no ensaio
in vivo, onde a aplicacdo de S. cerevisiae mostrou-se eficiente na protecdo dos mamdes quando
aplicada 24 h antes da inoculacdo, reduzindo a incidéncia da podrid&o.

80 30—

7y =-0,0088X +0,393x+ 77,60
R’ = 0,92%* A
0 T T T

0 10 20 30 40

ICM

80
79 7M
60
50
40 -
30 +
20 y = 0,008 - 0,566x + 71,286

10 7 R? = 0,86** B
0 T T T

0 10 20 30 40
S. cerevisiae (mg mL™)

Figura 6.5 - indice de crescimento micelial (ICM) de C. gloeosporioides cultivado em BDA acrescido do filtrado de
S. cerevisiae (A) e na presenca da levedura (fermento biolégico Fleischmann®) (B), em diferentes

concentracdes (mg mL™). **Significativo a 1 % de probabilidade

Provavelmente, a levedura tenha atuado no controle da antracnose através de antibiose,
competicdo por espaco e/ou nutrientes ou ainda, pela producdo de volateis. No entanto, a
producdo de volateis por S. cerevisiae que atuasse no controle de C. gloeosporioides ndo foi
constatada (dados ndo mostrados). Por outro lado, Fialho (2004) demonstrou a capacidade de

isolados desta levedura, linhagem de panificacdo, na produgédo de volateis de acdo fungistatica,
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inibindo em até 83 % o desenvolvimento do patdgeno (G. citricarpa). Martins et al. (1986)
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Figura 6.8 - Germinacdo de conidios de C. gloeosporioides em &gar-4gua sob diferentes concentracdes do B.
thuringiensis (mg mL™), avaliados ap6s 10 h dos tratamentos, a 25°C. **Significativo a 1 % de

probabilidade

6.3 Conclusdes

Saccharomyces cerevisiae, na concentracdo de 20 mg mL™, protege os frutos de
mamoeiro contra a antracnose quando aplicada 24 h antes da inoculagéo dos frutos e inibe o
crescimento micelial de C. gloeosporioides. Por sua vez, Bacillus thuringiensis, na concentracdo
de 7,5 mg mL™, quando aplicada 24 h antes da inoculagdo, reduz a incidéncia da antracnose em

maméo e ndo inibe o desenvolvimento do fungo in vitro.
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7 AVALIACAO DOS EXTRATOS DOS COGUMELOS Agaricus blazei E Lentinula edodes
NA PROTECAO POS-COLHEITA DE MAMAO CONTRA ANTRACNOSE

Resumo

Um dos fatores que afeta a qualidade do mamé&o é a ocorréncia de podrid@es, dentre as
quais destaca-se a antracnose. O objetivo deste trabalho foi avaliar os efeitos dos cogumelos A.
blazei (cogumelo-da-vida), linhagem ABL 99/29, e L. edodes (“shiitake™), linhagem LED 96/17,
no controle in vivo e in vitro de C. gloeosporioides. No ensaio in vitro, avaliou-se o crescimento
micelial, através da transferéncia de um disco de micélio (3 mm) para o centro de placas contendo
diferentes concentracBes do extrato dos cogumelos incorporadas ao meio batata-dextrose-agar, a
esporulacdo e, a germinagéo de conidios, ap6s a deposicao de 40 pL da suspensdo de esporos (10°
conidios mL™), contendo o extrato dos cogumelos nas propor¢des de 0; 2,5; 5; 10; 20 ou 40 %,
em quatro quadrantes para cada placa de poliestireno contendo agar-agua. No ensaio in Vvivo,
mamdes cv. Golden foram inoculados através de injecdo subcuticular de 15 pL da suspensdo de
esporos (5x10° conidios mL™), com o auxilio de uma seringa de cromatografia e, apés 10 h,
aspergidos com diferentes concentracfes dos extratos. Para avaliar a possibilidade de inducdo de
resisténcia pelo A. blazei e pelo L. edodes, mamdes foram também inoculados apds 24, 48 e 72 h
do tratamento com os extratos a 5 %. Os frutos foram armazenados a 25° C / 80 %UR por 7 dias e,
avaliados diariamente medindo-se o didmetro das lesGes. Ao final deste periodo, avaliou-se a
esporulacdo do patdgeno nas lesGes em trés frutos para cada tratamento escolhidos aleatoriamente.
As concentracdes = a 5 % do extrato de A. blazei estimularam a germinagdo dos conidios e, as de
20 e 40 % promoveram o maior crescimento micelial. A esporulacdo do fungo in vitro e nas
lesbes dos frutos ndo foi influenciada pelo cogumelo. Nenhuma das concentragdes utilizadas
mostrou-se eficiente em reduzir o didmetro das lesdes de C. gloeosporioides nos frutos ou em
induzir resisténcia nos mesmos. Para L. edodes, as concentragdes = a 10 % do extrato estimularam
a germinacdo dos conidios e, a de 40 % promoveu a reducdo do crescimento micelial. Nao se
verificou efeito do extrato do “shiitake” sobre a esporulagdo do fungo in vitro e in vivo. L. edodes
ndo se mostrou eficiente em reduzir a severidade da antracnose nos frutos.



148

Abstract

The anthracnose is the main postharvest disease in papaya fruits. The goal of this
work was to evaluate the effects of the mushrooms A. blazei (life mushroom), ABL 99/29 strain,
and L. edodes (shiitake), LED 96/17 strain, on the in vivo and in vivo control of Colletotrichum
gloeosporioides, the causal agent of anthracnose. It was evaluated mycelial growth through
transference of a mycelia disc (3 mm) to petri dishes having different concentrations (0, 2.5, 5, 10,
20 or 40 %) of mushrooms extracts incorporated into the potato-dextrose agar medium and the
sporulation. Conidium germination was evaluated through the deposition of 40 pL of the spore
suspension (10° conidios mL™) and 40 pL of mushrooms extracts in each quadrant of polystyrene
plates. In the in vivo assay, papaya fruits cv. Golden were inoculated through subcuticular
injection of the conidium suspension. After 10 h, fruits were treated with different concentrations
of A. blazei or L. edodes extracts (0, 2.5, 5, 10, 20 or 40 %). For evaluation of the possibility of
resistance induction by mushroom extracts at 5 %, papayas were also inoculated 24, 48 or 72 h
after the treatments. The fruits were stored at 25 °C / 80 %RH for 7 days and evaluated for rot
severity. At the end of this period, the pathogen sporulation in lesions was evaluated in three fruits
from each treatment in a randomized way. The results showed that extract concentrations of 5 %
or above of A. blazei stimulated in vitro conidium germination and at 20 and 40 % promoted the
highest mycelial growth. The life mushroom did not exhibit effects on the in vivo or in vitro
fungal sporulation. All the concentrations were not efficient to reduce lesion diameter and to
induce resistance. For L. edodes, extract concentrations of 10 % or above stimulated conidium
germination and at 40 % it reduced mycelial growth. The shiitake did not exhibit effects on in vivo
or in vitro fungal sporulation. All the concentrations were not efficient to reduce lesion diameter

of anthracnose.

7.1 Introducéao

Um dos fatores que afetam a qualidade pds-colheita do mamao € a ocorréncia de
podriddes, dentre as quais destaca-se a antracnose, causada por C. gloeosporioides, sendo
considerada a principal doenca dos frutos no Brasil, Havai, e outras regides produtoras. Outros
prejuizos sdo causados por Phoma caricae-papayae, Rhizopus stolonifer, Alternaria alternata,
Lasiodiplodia theobromae e Fusarium oxysporum (BENATO; CIA; SOUZA, 2001; SNOWDON,
1990). Visando o controle de podriddes pés-colheita utiliza-se, comercialmente, o tratamento
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hidrotérmico seguido ou ndo pela aplicagdo de um fungicida. Este tratamento dependerd das
restricbes do mercado-destino com relagdo ao uso de produtos fitossanitarios.

Antigamente, acreditava-se que C. gloeosporioides penetrasse o tecido vegetal atraves
de ferimentos criados durante a colheita, manuseio ou transporte dos frutos. Estudos
epidemioldgicos e fisiologicos posteriores demonstraram que a infeccdo ocorre em pré-colheita
pela penetracdo direta, através da dissolugdo da cuticula dos frutos, pela acdo de enzimas liticas,
como cutinases, produzidas pelo fungo. Apds a penetracdo, o fungo permanece em estadio
quiescente até que a fruta amadure¢ca (DICKMAN; ALVAREZ, 1983).

Entre as novas estratégias que estdo sendo investigadas no controle de doencas pos-
colheita que reduzam a poluicdo do ambiente e 0s riscos a saude, o controle alternativo e a
inducdo de resisténcia mostram-se bastante promissores. A resisténcia induzida, também
denominada de inducdo de protecdo, imunidade adquirida ou resisténcia sistémica adquirida,
envolve a ativagdo de mecanismos latentes de resisténcia de uma planta (HAMMERSCHMIDT,;
DANN, 1997). A ativacdo pode ser obtida pelo tratamento com agentes abio6ticos, como por
exemplo, irradiacdo UV-C (STEVENS et al., 1998), acibenzolar-S-metil (HUANG et al., 2000) e,
acido salicilico (NARUSAKA et al., 1999) ou, bioticos, como por exemplo, os cogumelos L.
edodes (“shiitake”) e A. blazei (“cogumelo-da-vida”).

Embora possua moléculas com atividade bioldgica ja demonstrada sobre tecidos
animais, as pesquisas envolvendo o “shiitake” e o “cogumelo-da-vida” e 0s seus possiveis usos no
controle de doencas de plantas estdo apenas iniciando. Sob tal aspecto, Maki (1999), utilizando o
extrato de L. edodes, verificou o controle dos fitopatdgenos Helminthosporium spp., H.
euphorbiae, Fusarium solani e Phomopsis sojae, evidenciando um efeito fungistatico e termolabil
do composto. Piccinin (2000) relatou ainda que as preparacgdes de L. edodes induziram a producgao
de fitoalexinas deoxiantocianidinas em sorgo e gliciolinas em soja. Di Piero e Pascholati (2001)
relataram que o “shiitake” reduziu em mais de 50 % a severidade da antracnose em folhas de
pepino e induziu um acumulo significativo de quitinase. Posteriormente, Di Piero e Pascholati
(2002) relataram que filtrados de A. blazei reduziram em mais de 80 % a incidéncia do virus do
endurecimento (PWV) em maracuja e, sugeriram gque mecanismos de resisténcia ativados na

planta podem ter sido os responsaveis por esta reducéo.
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Frente ao exposto, o objetivo deste trabalho foi avaliar os efeitos dos cogumelos A.
blazei, linhagem ABL 99/29, e de L. edodes, linhagem LED 96/17, no controle in vivo e in vitro

de C. gloeosporioides.

7.2 Desenvolvimento
7.2.1 Reviséo Bibliografica

O cogumelo “shiitake” [Lentinula edodes (Berkley) Pegler] € um basidiomiceto cujo
corpo de frutificacdo é amplamente utilizado na culinéria asiatica e cujo consumo vem sendo
difundido atualmente a nivel mundial, incluindo o Brasil (PASCHOLATI, 1998). E um fungo
aerobio, saprofitico, que coloniza madeira de varias espécies. Possui micélio septado, reproduz-se
sexuadamente atraves de basidiosporos ou assexuadamente pela fragmentagdo do micélio
(ALEXOPOULOS; MIMS; BLACKWELL, 1996). Apresenta excelentes propriedades
nutricionais, como alto teor de proteinas (10 a 20 % do peso seco), carboidratos (43 a 78 %), e
minerais (2,6 a 6,5 %) (CRISAN; SANDS, 1978), além de ser rico em vitamina D e nas do
complexo B (JONES, 1995).

Além das propriedades citadas, o *“shiitake” apresenta inUmeras substancias
antimicrobianas e com efeito terapéutico ou medicinal. Ikekawa et al. (1969) isolaram, a partir de
extrato aquoso do corpo de frutificacdo do cogumelo, um polissacarideo de configuragdo atdmica
helicoidal, com alto peso molecular, solivel em &gua e formado por [-1,6-glucana, com
ramificacOes -1,6- e -1,3-glicopiranosideo, o qual foi chamado de lentinana. Esta glucana esta
presente na parede celular do corpo de frutificacdo do cogumelo (WASSER; WEIS, 1999). A
administracdo oral de corpos de frutificacdo desidratados e moidos do L. edodes a ratos levou a
reducdo de, aproximadamente, 87 % de tumores cancerigenos, sendo o efeito atribuido ao
lentinana. Jong e Birmingham (1993) citam que o lentinana apresenta atividade antibacteriana
para Escherichia coli, Pseudomonas aureaginosa e Klebsiella pneumonia, além de efeito
antifungico para Candida albicans. No entanto, estes efeitos sdo, provavelmente, devido ao
aumento da imunoprotecdo e ndo pela acdo direta do lentinana sobre os microrganismos. Piccinin
(2000) constatou que a lentinana reduziu a incidéncia de lesdes locais e sistémicas de
Xanthomonas campestris pv. passiflora em maracujazeiro. Alem dos efeitos citados, o “shiitake”
tem outras substancias biologicamente ativas e para outras finalidades, entre as quais destacam-se

as redutoras de colesterol e diabetes, efeito anticoagulante e antitrombdtico, radioprotecao,
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regeneracao 0ssea, regeneracdo e revitalizacdo da pele, e acdo anti-Glcera (JONG;
BIRMINGHAM, 1993).

Vérios sdo os trabalhos que demostram a utilizacdo do cogumelo na area médica, mas
0s existentes a respeito do uso do “shiitake” no controle de doencas de plantas sdo bastante
escassos, em especial para 0 uso no controle de fitopatdgenos fungicos. Os principais estudos do
cogumelo tém sido no controle de TMV (virus do mosaico do fumo) e de algumas bactérias
fitopatogénicas.

Takagi; Shimada e lida (1977) observaram que com a utilizacdo do extrato aquoso do
crescimento micelial do “shiitake” (LEM) era possivel obter a redugdo de sintomas locais e
sistémicos, além de inibir a replicacdo das particulas virais de TMV em plantas de fumo.
Posteriormente, Kobayashi; Hiramatsu e Akasuka (1987) relataram que o extrato do corpo de
frutificacdo do “shiitake” apresentou um poderoso efeito inibidor do CMV (virus do mosaico da
abobrinha) e do TMV.

Através do isolamento de algumas substancias do cogumelo “shiitake” com efeito
antimicrobiano, entre as quais o B-fenetil alcool e octa-2,3-dieno-5,7-dieno-1-ol (lentinamicina),
Komemushi; Yamamoto e Fujita (1996) demonstraram que estas sdo efetivas no controle de
bacterias gram negativas. Nota-se entdo, o potencial de L. edodes para o controle de bactérias
fitopatogénicas, as quais sdo, em maioria, do tipo gram negativas. Neste sentido, Pacumbaba;
Beyl e Pacumbaba Jr. (1999) obtiveram controle in vitro das bactérias fitopatogénicas P. syringae
pv. glycinea, P. syringae pv. tabaci, X. campestris pv. campestris, Erwinia amylovora, Ralstonia
solanacearum, Curtobacter flaccumfaciens pv. flaccumfaciens, pela utilizacdo de lixiviado de
crescimento micelial do cogumelo. Os mesmos autores aplicaram o lixiviado em feijoeiro e
tomateiro, os quais foram inoculados a seguir com C. flaccumfaciens pv. flaccumfaciens e R.
solanacearum, respectivamente e, constataram o controle in vivo das bactérias testadas, sugerindo
que a provavel substancia antibacteriana seja a cortinelina.

Os extratos obtidos a partir do crescimento micelial de L. edodes inibiram o
desenvolvimento in vitro dos fungos Helminthosporium sp. e F. solani, agentes causais da
helmintosporiose do trigo e da sindrome da morte subita em soja, respectivamente (SASAKI,
1997), bem como de Phomopsis sojae, agente causal da seca das hastes e das vagens em soja.
Maki (1999) verificou efeito fungistatico de L. edodes sobre C. albicans, a qual variou em fungéo

do tempo e das condigdes de desenvolvimento do miceélio.
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Recentemente, Di Piero (2003) relataram que em plantas de pepino, extratos aquosos
de basidiocarpos, obtidos a partir de diferentes isolados de L. edodes, reduziram a severidade da
antracnose de maneira dependente da concentracdo do extrato. Os extratos ndo afetaram
adversamente o agente causal da doenca, C. lagenarium, mas provocaram o acumulo de
peroxidases e quitinases nas folhas tratadas e sistemicamente.

O cogumelo-da-vida (Agaricus blazei Murill) é nativo do Brasil, sendo encontrado
naturalmente na regido sudoeste do Estado de S&o Paulo (PASCHOLATI, 1998). Segundo
Mizuno et al. (1990), o basidiocarpo de A. blazei apresenta 40 a 45 % de proteinas, 38 a 45 % de
carboidratos, 6 a 8 % de fibras, 5 a 7 % de minerais e 3 a 5 % de gorduras, baseado em matéria-
seca. Além das propriedades nutricionais, o cogumelo € utilizado por cerca de 500.000 pessoas
para a prevengdo do cancer ou como um adjuvante no tratamento com drogas quimioterapicas,
apos a remocao de um tumor maligno (TAKAKU; KIMURA; OKUDA, 2001).

Kawagishi et al. (1990) obtiveram um complexo glucano-protéico, com alto contetido
dos aminodcidos leucina e alanina, apresentando atividade antitumoral. O efeito, caracterizado
pela inibicdo do crescimento de um sarcoma-180 implantado em camundongos, ocorreu
provavelmente devido as propriedades imuno-regulatérias do complexo. Mizuno et al. (1990)
constataram efeito similar por polissacarideos obtidos a partir do extrato aquoso do basidiocarpo,
destacando-se o complexo 1,6- e 1,4-a-glucana e o complexo 1,6- e 1,3-B-glucana como
componentes principais de diferentes polissacarideos.

Estudos apontaram para uma possivel substancia constituida de polissacarideos de
ligacdo B-glicosidica associada a determinadas proteinas e denominada de complexo glucano-
protéico, que possui uma forte atividade antitumoral (WASSER; WEIS, 1999). Embora possua
moléculas com atividade biologica j& demonstrada sobre tecidos animais, as pesquisas envolvendo
0 cogumelo-da-vida e o seu possivel uso fitopatoldgico estdo apenas iniciando. Sob tal aspecto, Di
Piero (2003) constatou que extratos aquosos de A. blazei reduziram a severidade da antracnose em
pepino, dependendo da concentracdo utilizada, sendo que a prote¢éo obtida envolveu a inducédo de
resisténcia das plantas. O autor relata ainda que filtrados de A. blazei possuem compostos
inibidores da infectividade do virus do endurecimento (PWV) em maracuja, e apresenta potencial
para o controle da bacteriose do tomateiro provocada por X. vesicatoria.

Estes relatos demonstram a acdo de preparacOes de L. edodes e A. blazei sobre

fitopatdgenos, o que indica o uso potencial destes cogumelos no controle de doencas em plantas.
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7.2.2 Material e Métodos
Efeito dos extratos dos cogumelos A. blazei e L. edodes no controle de C. gloeosporioides
in vivo
Mamdes cv. Golden, provenientes de Linhares / ES, foram transportados em caminh&o
refrigerado (= 10 °C) ao GEPC / ITAL, onde foram selecionados quanto a tamanho, coloracéo e
auséncia de defeitos e, em seguida, inoculados com o auxilio de uma seringa de cromatografia, em
dois pontos opostos, na regido equatorial, com 15 pL da suspenséo conidial de C. gloeosporioides
(5x10° conidios mL™) (GUPTA; PATHAK, 1990). Apds 10 h da inoculagdo, os frutos foram

aspergidos com diferentes concentracbes do extrato dos cogumelos A. blazei, linhagem ABL
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se levemente. A quantidade de conidios contidos na suspensdo foi determinada em
hemacitdmetro. Os frutos foram também avaliados quanto aos parametros fisico-quimicos:
Firmeza de polpa (N): através de texturbmetro TA-XT2, ponteira 8 mm, com distancia e
velocidade de penetracdo de 9 mm e 1 mm/s, respectivamente, efetuando-se a leitura em dois
pontos na regido equatorial dos frutos, apds a retirada da casca.

Cor da casca e cor da polpa: em colorimetro Minolta, modelo Chroma meter CR 300, sistema L*
a* b*, com seis leituras por fruto para cor de casca e duas leituras por fruto para cor de polpa.
Solidos soluveis (°Brix): determinado no suco da fruta, obtido pela centrifugagcdo de um fruto por
repeticdo, utilizando-se refratbmetro manual, marca Atago, com escala de 0 a 32 °Brix.

pH: determinado potenciometricamente em pHmetro Micronal B-274, no suco da fruta (1:9),
obtido pela centrifugacdo de um fruto por repeticdo, segundo a metodologia de Carvalho et al.
(1990).

Acidez total: determinada nas amostras anteriormente preparadas para determinagdo de pH,
empregando-se NaOH (0,1 N) para titulacdo até atingir pH 8,1. O resultado foi expresso em g
4cido malico 100 g de amostra (CARVALHO et al., 1990).

Efeito dos extratos dos cogumelos A. blazei e L. edodes no controle de C. gloeosporioides
in vitro
Com o objetivo de verificar se L. edodes e A. blazei atuam diretamente sobre o fungo,
avaliou-se a germinacdo de conidios, o crescimento micelial e a esporulacdo de C.
gloeosporioides submetido as diferentes concentracdes do extrato aquoso do p6 do basidiocarpo.
Para a avaliacdo da germinacdo de conidios utilizaram-se placas contendo meio de cultura AA
(Agar-a4gua), as quais foram divididas em quatro quadrantes. Em cada quadrante depositou-se 40
uL de suspensdo conidial (10° conidios mL™), contendo o extrato aquoso dos cogumelos em
diferentes proporces (0; 2,5; 5; 10; 20 e 40 %). A germinacdo dos conidios foi avaliada ap6s 10 h
de incubagdo a 25 °C, sob luz constante. O delineamento experimental contou com 5 placas por
tratamento e uma placa como unidade experimental. As avaliagdes foram realizadas contando-se
50 conidios por quadrante. Considerou-se germinado o conidio que apresentou o tubo germinativo
de tamanho igual ou superior ao do comprimento do esporo.
O efeito de diferentes concentrages do extrato dos cogumelos sobre o crescimento

micelial foi avaliado transferindo-se discos de micélio de 3 mm de diametro, retirados da borda de
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colbnias com 7 dias de cultivo, para o centro de placas contendo meio BDA incorporado com
diferentes propor¢6es dos cogumelos (0; 2,5; 5; 10; 20 e 40 %). As placas foram mantidas a 25
°C, sob fotoperiodo (12 h luz / 12 h escuro) em incubadora tipo B.O.D. e, avaliadas diariamente
medindo-se o diametro da colénia em duas dire¢bes opostas, até que o diametro da col6nia de um
dos tratamentos atingisse a borda da placa. Utilizaram-se seis repeti¢cdes por tratamento com uma
placa como unidade experimental. Com os dados obtidos calculou-se o ICM (indice de
crescimento micelial), de acordo com Peres et al. (2003), através da formula:

ICM = C1.N; ™M + Co.Ng ™M + ...+ Co Nyt (2)
onde, C; = crescimento micelial no primeiro dia e N1 = nimero de dias.

Ao final deste periodo, avaliou-se a esporulacdo do fungo em trés placas para cada
tratamento escolhidas aleatoriamente. A suspensdo de conidios foi preparada colocando-se agua
destilada esterilizada nas placas com a cultura do fungo e, com o auxilio de uma alca de
Drigalsky, obteve-se uma suspensdo de conidios e micélio. A suspensdo foi filtrada em gaze e, a
quantidade de conidios foi determinada pela contagem em hemacitdmetro. Para melhor dispersao
dos conidios na suspensdo, adicionou-se Tween 20 na propor¢do de uma gota para 100 mL de

suspensé&o.

Anélise Estatistica
Os dados obtidos no experimento foram submetidos a analise de varidncia e
comparados pelo teste de Tukey, em delineamento inteiramente casualizado e, a discussdo dos
resultados foi efetuada com nivel de 5 % de significancia. No ensaio in vivo, que avaliou o efeito
de diferentes intervalos de tempo entre o tratamento dos frutos e a inoculacdo, empregou-se o
arranjo fatorial 2x3. Analises de regressdo foram efetuadas quando necessério. Para tanto,
empregou-se 0 programa estatistico ESTAT.

7.2.3 Resultados e Discussao
Efeito do extrato do cogumelo A. blazei no controle de C. gloeosporioides in vivo
Observa-se pela Figura 7.1 que as diferentes concentragcdes do extrato aquoso de A.
blazei testadas ndo foram eficientes em reduzir o didmetro das leses de C. gloeosporioides nos
frutos, quando inoculados 10 h antes dos tratamentos. Nota-se uma pequena reducdo do tamanho

da leséo com a utilizacdo do extrato a 5 %. Quanto a esporula¢do do patégeno nas lesdes (Figura
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7.2), o cogumelo A. blazei também ndo influenciou a quantidade de conidios de C.
gloeosporioides formados (P < 0,05). De forma semelhante, Camili (2004) relatou que extratos de
A. blazei, ndo controlaram a podriddo causada por B. cinerea em cachos de uva cv. Italia, quando
aplicados apds a inoculacdo, além de estimular o crescimento micelial e a germinacdo do

patégeno in vitro.
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Figura 7.1 - Area abaixo da curva de progresso da doenga (AACPD) para severidade (mm) das lesbes da antracnose
em mamdes inoculados com C. gloeosporioides 10 h antes dos tratamentos com diferentes concentragdes
do extrato aquoso de A. blazei. **Significativo a 1 % de probabilidade
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Figura 7.2 - Esporulagdo de C. gloeosporioides em lesdes de antracnose em mamdes inoculados 10 h antes dos
tratamentos com A. blazei em diferentes concentracfes e, armazenados por 7 dias a 25 °C / 80 %UR

A avaliacdo dos frutos quanto aos pardmetros fisico-quimicos revelou que as
diferentes concentragdes do extrato de A. blazei empregadas ndo exerceram efeito significativo

sobre nenhum dos parametros avaliados (Tabelas 7.1 e 7.2).
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Tabela 7.1 - Pardmetros fisico-quimicos de mamdes cv. Golden tratados com diferentes
concentracOes de A. blazei, avaliados apos 7 dias de armazenamento a 25 °C / 80

%UR
Solidos soluveis pH Acidez total Firmeza
Tratamentos (°Brix)* (g ac. malico 100g™%) (N)
Dia 0 11,5 575 0,06 110,51
Testemunha 10,3 a 579a 0,06 a 2,16 a
2,5% 10,8 a 5,68 ab 0,06 a 2,34 a
5% 11,3 a 557hb 0,07 a 3,93a
10 % 11,3a 5,64 ab 0,08 a 2,33a
20 % 11,2a 5,66 ab 0,07 a 2,80 a
40 % 10,7 a 5,60 ab 0,08 a 3,21a
C.V. (%) 9,08 1,72 22,06 23,89

* Média de cinco frutos por tratamento
Médias seguidas pela mesma letra, na coluna, ndo diferem significativamente entre si pelo teste de Tukey (P < 0,05).

Tabela 7.2 - Cor de casca e de polpa de mamdes cv. Golden tratados com diferentes concentracdes

de A. blazei, avaliados ap0s 7 dias de armazenamento a 25 °C / 80 % UR

Cor de casca” Cor de polpa*
Tratamentos* L a b L a b

Dia 0 61,50 -19,12 43,15 64,91 19,94 44,84
Testemunha 72,27 a 891a 69,93 a 53,59 a 17,54 a 39,95 a
2,5% 72,34 a 8,84a 67,86 a 59,71 a 19,08 a 44,79 a
5% 72,96 a 7,75a 68,91 a 55,91 a 19,42 a 42,82 a
10 % 72,66 a 8,94 a 69,63 a 55,23 a 19,15a 40,34 a
20 % 72,27 a 9,17 a 69,23 a 59,34 a 18,86 a 45,88 a
40 % 72,37 a 8,65a 68,81 a 57,51 a 19,29 a 42,90 a

C.V. (%) 1,30 16,98 2,33 9,26 10,31 11,32

* Média de cinco frutos por tratamento.

* Em colorimetro Minolta, sistema L* a* b*, onde L* representa luminosidade (O=preto a 100=branco), a* e b*
cromaticidade (a=verde a a"=vermelho e, b’=azul a b*=amarelo).

Médias seguidas pela mesma letra, na coluna, ndo diferem significativamente entre si pelo teste de Tukey (P < 0,05).

Quando os frutos foram inoculados ap6s 24, 48 ou 72 h do tratamento com o extrato
do cogumelo (5 %), observa-se que A. blazei ndo reduziu o didmetro das lesbes (Figura 7.3), ou
seja, provavelmente ndo estimulou respostas de defesa nos frutos, que pudessem atuar no controle
do patogeno. N&o houve interacdo significativa entre o cogumelo e o intervalo de tempo entre o
tratamento e a inoculacdo dos frutos. Por outro lado, Fiori; Schwan-Estrada e Stangarlin (2001)
constataram que o extrato de A. blazei ndo inibiu a germinacdo de esporos de Bipolaris
sorokiniana, porém, foi capaz de induzir o acumulo de fitoalexinas em cotilédones de soja.
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Figura 7.3 - Area abaixo da curva de progresso da doenga (AACPD) para severidade (mm) das lesbes da antracnose
em mamdes inoculados com C. gloeosporioides 24, 48 ou 72 h apds tratamento dos frutos com o extrato

aquoso de A. blazei a 5 %. Test: frutos tratados com agua destilada, AB: frutos tratados com A. blazei

Efeito do extrato do cogumelo L. edodes no controle de C. gloeosporioides in vivo

Observa-se pela Figura 7.4 que as diferentes concentracdes de L. edodes testadas ndo
foram eficientes em reduzir o didmetro das lesdes de C. gloeosporioides nos frutos inoculados 10
h antes dos tratamentos. De forma semelhante a A. blazei, nota-se uma pequena reducdo do
tamanho da lesdo com a utilizagdo do extrato de L. edodes a 5 %. Quanto a esporulagdo do
patdgeno nas lesdes (Figura 7.5), constatou-se que L. edodes ndo exerceu efeito de reducdo em
nenhuma das concentragdes testadas. De forma semelhante Camili (2004) observou que extratos
do cogumelo L. edodes, ndo controlaram a podridao causada por B. cinerea em cachos de uva cv.

Italia, quando aplicados ap0s a inoculagéo.
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Figura 7.4 - Area abaixo da curva de progresso da doenca (AACPD) para severidade (mm) das lesbes da antracnose
em mamdes inoculados com C. gloeosporioides 10 h antes dos tratamentos com diferentes concentragdes

do extrato aquoso de L. edodes. **Significativo a 1 % de probabilidade
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Figura 7.5 - Esporulacdo de C. gloeosporioides em lesdes de antracnose em mamdes inoculados 10 h antes dos

tratamentos com L. edodes em diferentes concentragdes e, armazenados por 7 dias a 25 °C / 80 %UR

A avaliacdo dos frutos quanto aos parametros fisico-quimicos revelou que, de modo
geral, as diferentes concentracdes dos extratos empregados ndo exerceram efeito significativo
sobre os parametros avaliados (Tabela 7.3). Quanto ao pH, observa-se que os frutos ndo tratados
apresentaram o maior valor, porém isso ndo se refletiu significativamente na acidez, apesar de
mais baixa nestes frutos. N&o houve influéncia das diferentes concentragdes do extrato de L.
edodes sobre os parametros cor de casca e de polpa (Tabela 7.4), apds o armazenamento dos
frutos por 7 dias a 25 °C / 80 %UR.

Tabela 7.3 - Pardmetros fisico-quimicos de mamdes cv. Golden tratados com diferentes

concentracdes de L. edodes, e avaliados apds 7 dias de armazenamento a 25 °C /

80 % UR
Solidos soluveis pH Acidez total Firmeza
Tratamentos (°Brix)* (g 4c. malico.100g™Y) (N)

Dia0 11,5 5,75 0,06 110,51
Testemunha 10,3 a 579a 0,06 a 2,16 b
2,5% 11,2a 5,61 ab 0,07 a 2,59 ab
5% 104 a 553D 0,07 a 2,71 ab
10% 11,3a 558b 0,07 a 4,10 a
20 % 11,2a 555h 0,08 a 2,90 ab

40 % 10,6 a 544b 0,08a 2,46 b

C.V. (%) 6,42 1,70 15,94 23,49

X Média de cinco frutos por tratamento.
Médias seguidas pela mesma letra, na coluna, ndo diferem significativamente entre si pelo teste de Tukey (P < 0,05).
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Tabela 7.4 - Cor de casca e de polpa de mamdes cv. Golden tratados com diferentes concentracdes
de L. edodes, e avaliados apds 7 dias de armazenamento a 25 °C / 80 % UR

Cor de casca” Cor de polpa*
Tratamentos* L a b L a b

Dia 0 61,50 -19,12 43,15 64,91 19,94 44,84
Testemunha 72,27 a 8,91 a 69,93 a 53,59 a 17,54 b 39,95a
2,5% 73,68 a 8,71 a 70,08 a 57,23 a 20,47 ab 41,59 a
5% 73,85 a 9,10 a 70,20 a 60,76 a 20,40 ab 44,01 a
10 % 73,73 a 8,61a 70,84 a 61,37 a 21,35a 45,07 a
20 % 73,04 a 10,47 a 71,48 a 60,01 a 20,80 ab 45,03 a
40 % 73,92 a 8,89 a 71,15a 59,07 a 20,64 ab 46,14 a

C.V. (%) 1,48 13,17 1,56 7,72 8,30 9,65

* Média de cinco frutos por tratamento.

* Em colorimetro Minolta, sistema L* a* b*, onde L* representa luminosidade (O=preto a 100=branco), a* e b*
cromaticidade (a’=verde a a"=vermelho e, b=azul a b*=amarelo).

Médias seguidas pela mesma letra, na coluna, ndo diferem significativamente entre si pelo teste de Tukey (P < 0,05).

Na Figura 7.6 encontra-se o efeito do cogumelo “shiitake” sobre o desenvolvimento
das lesdes de C. gloeosporioides, inoculado em diferentes intervalos de tempo (24, 48 ou 72 h)
apos o tratamento dos frutos. Nota-se que o extrato de L. edodes utilizado na concentracao de 5 %
nédo exerceu efeito significativo na reducdo do diametro das lesdes, ou seja, provavelmente ndo
estimulou respostas de defesa nos frutos. N&o houve interagéo significativa entre o extrato do

cogumelo e o intervalo de tempo entre o tratamento e a inoculagéo dos frutos.

AACPD
o
S
|

0 T T T T T

Testt. LE Testt LE Test. LE
(24h) (24h) (48h) (48h) (72h) (72h)

Tratamentos

Figura 7.6 - Area abaixo da curva de progresso da doenca (AACPD) para severidade (mm) das lesbes da antracnose
em mamdes inoculados com C. gloeosporioides 24, 48 ou 72 h apds tratamento dos frutos com o extrato

aquoso de L. edodes a 5 %. Test: frutos tratados com agua destilada, LE: frutos tratados com L. edodes



161

Efeito dos extratos dos cogumelos A. blazei e L. edodes no controle de C. gloeosporioides
in vitro
O efeito de diferentes concentracGes do extrato de A. blazei sobre o crescimento
micelial de C. gloeosporioides pode ser observado na Figura 7.7. Observa-se que as maiores
concentracOes testadas (20 e 40 %) estimularam o desenvolvimento da colénia do fungo,
provavelmente, pela presenca de maiores concentracbes de nutrientes no meio de cultura.
Constata-se pela Figura 7.8, que ndo houve influéncia significativa de nenhuma das concentra¢des
sobre a esporulacédo do fungo in vitro.
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Figura 7.7 - indice de crescimento micelial (ICM) de C. gloeosporioides cultivado em BDA incorporado com extrato

aquoso de A. blazei em diferentes concentracdes. ** Significativo a 1 % de probabilidade
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Figura 7.8 - Esporulacéo in vitro de C. gloeosporioides cultivado em BDA incorporado com extrato aquoso de A.

blazei em diferentes concentragdes, apds 9 dias de incubacdo a 25 °C

Quanto aos efeitos de A. blazei sobre a germinacdo do fungo (Figura 7.9), nota-se que
as concentracfes de 5, 10, 20 e 40 % estimularam de forma significativa a germinacdo dos
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conidios, provavelmente pela presenca de maior concentracdo de nutrientes na suspensdo de

esporos resultante das maiores porcentagens de extrato do cogumelo utilizadas.
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Figura 7.9 - Germinag&o de conidios de C. gloeosporioides em agar-agua sob diferentes concentra¢des do extrato

aquoso de A. blazei, avaliados apds 10 h, a 25 °C. **Significativo a 1 % de probabilidade

De forma semelhante, Camili (2004) constatou que o extrato do basidiocarpo de A.
blazei estimulou a germinacéo dos conidios de B. cinerea e o crescimento micelial do fungo.

Os resultados do ensaio in vitro refletem que o cogumelo A. blazei néo exerce efeito de
inibicdo do desenvolvimento de C. gloeosporioides, ou seja, o tratamento dos frutos apds a
inoculacdo com o patdgeno certamente ndo reduziria o didmetro das lesdes, fato este constatado
no ensaio in vivo.

O efeito de diferentes concentracGes do extrato de L. edodes sobre o crescimento
micelial de C. gloeosporioides pode ser observado na Figura 7.10. A concentracdo de 40 %
reduziu o desenvolvimento da colonia do fungo, provavelmente, pela presenca de alguma
substancia fungitoxica liberada no meio de cultura pelo cogumelo ou pela producéo de volateis.
Constata-se pela Figura 7.11, que ndo houve influéncia significativa (P < 0,05) de nenhuma das
concentracOes sobre a esporulacdo do fungo in vitro.

Piccinin (2000) observou que a utilizacdo de extratos aquosos do pileo e da estipe de L.
edodes, em concentracdes maiores que 1 %, apresentaram efeito inibitorio sobre o crescimento
micelial e a esporulagdo de Exserohilum turcicum e sobre o desenvolvimento micelial de C.
sublineolum, além de reduzir a multiplicacdo de X. axonopodis pv. passiflorae, sendo que 0
extrato do pileo apresentou efeito bacteriostatico e o da estipe, bactericida. Tonucci (2004)

constatou que o extrato aquoso de L. edodes, isolado LE 96/22, inibiu o crescimento micelial in
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vitro e a formagdo de apressorios por C. sublineolum, ndo apresentando efeito inibitério na

germinacdo de conidios e no crescimento micelial de Alternaria solani.
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Figura 7.10 - indice de crescimento micelial (ICM) de C. gloeosporioides cultivado em BDA incorporado com

extrato aquoso de L. edodes em diferentes concentragdes. ** Significativo a 1 % de probabilidade
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Figura 7.11 - Esporulagdo in vitro de C. gloeosporioides cultivado em BDA incorporado com extrato aquoso de L.
edodes em diferentes concentragdes, apos 9 dias de incubagdo a 25 °C

Quanto aos efeitos de L. edodes sobre a germinagdo do fungo (Figura 7.12), nota-se
que as concentragdes de 10, 20 e 40 % estimularam de forma significativa a germinacdo dos
conidios, provavelmente pela presenga de maior concentracdo de nutrientes na suspensdo de

esporos resultante das maiores porcentagens de extrato do cogumelo utilizadas.
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Figura 7.12 - Germinac&o de conidios de C. gloeosporioides em &gar-agua sob diferentes concentragdes do extrato

aquoso de L. edodes, avaliados ap6s 10 h, a 25 °C. ** Significativo a 1 % de probabilidade

7.3 Conclusoes

Os cogumelos A. blazei e L. edodes ndo reduzem a severidade da antrachose em
mamao e nao inibem a esporulacdo de C. gloeosporioides nas lesbes. Dependendo da
concentracdo utilizada, os extratos de L. edodes ou A. blazei podem ou nao influenciar a
germinacgdo de conidios e/o crescimento micelial in vitro. O extrato de L. edodes e A. blazei ndo

exerceram efeito sobre a esporulagédo do fungo in vitro.
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8 AVALIACAO DO ACIDO SALICILICO NO CONTROLE POS-COLHEITA DA
ANTRACNOSE EM MAMAO

Resumo

A resisténcia sistémica adquirida esta atraindo atengdo para o controle de doengas de
plantas, sendo o &cido salicilico (AS) um indutor de resisténcia em potencial. Desta forma, o
objetivo deste trabalho foi avaliar os efeitos do AS no controle in vivo e in vitro de C.
gloeosporioides. No ensaio in vitro, avaliou-se o crescimento micelial, através da transferéncia de
um disco de micélio (3 mm) para o centro de placas contendo diferentes concentracdes do acido
incorporadas ao meio batata-dextrose-agar, e a germinacdo de conidios, apos a deposicdo de 40
L da suspensdo de esporos (10° conidios mL™) e 40 puL do AS nas concentraces de 0; 2,5; 5;
10; 20 ou 40 mM, em quatro quadrantes para cada placa de poliestireno. No ensaio in vivo,
mamdes cv. Golden foram inoculados através de injecdo subcuticular de 15 pL da suspenséo de
esporos (7x10° conidios mL™), com o auxilio de uma seringa de cromatografia e, apés 10 h,
aspergidos com diferentes concentragdes do &cido, utilizando-se 5 repeti¢cdes, com 4 frutos como
unidade experimental. Para avaliar a possibilidade de inducao de resisténcia pelo &cido salicilico,
mamdes foram também inoculados apds 24, 48 e 72 h do tratamento com a concentracdo de 5
mM. Os frutos foram armazenados a 25 °C / 80 %UR por 7 dias e, avaliados diariamente quanto a
incidéncia e a severidade da antracnose (diametro das lesdes). As concentracfes de 10 mM ou
acima exerceram efeito germicida sobre o crescimento micelial de C. gloeosporioides, nao
exercendo efeito sobre a germinagdo dos conidios. No entanto, nenhuma das concentracdes
testadas foi eficiente na reducdo da severidade e/ou incidéncia da antracnose nos frutos. Além
disso, a concentracdo de 5 mM de AS ndo mostrou-se eficiente em induzir respostas de resisténcia

em mamao contra a antracnose.

Abstract

The systemic acquired resistance is calling attention for the control of plant diseases
and salicylic acid (SA) is a potential resistance inducer. In this way, the goal of this work was to
evaluate the effects of SA on the in vivo and in vitro control of C. gloeosporioides. In vitro,
mycelial growth was evaluated through the transference of a mycelium disc to potato-dextrose

agar plates having different concentrations of SA, and conidium germination was evaluated after
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deposition of 40 L of spore suspension (10° conidium mL™) and 40 pL of SA (0, 2.5, 5, 10, 20 or
40 mM), in four quadrants in each polystyrene plate. In the in vivo assay, papaya fruits cv. Golden
were inoculated with C. gloeosporioides (7x10° conidium mL™) through subcuticular injection of
15 pL of spore suspension, and after 10 h, the fruits were sprayed with different concentrations of
the acid. Five repetitions for each treatment and four fruits per set were used as experimental
design. To evaluate the possibility of resistance induction by SA (5 mM), papaya fruits were also
inoculated 24, 48 and 72 h after treatment. The fruits were stored at 25 °C / 80 %RH for 7 days
and evaluated for anthracnose severity and incidence. The SA concentration of 10 mM or above
exhibited germicidal effect on mycelial growth of C. gloeosporioides, but did not exhibit effect on
the conidium germination. However, none of the concentrations was efficient on the reduction of
incidence or severity of anthracnose. Moreover, the SA at 5 mM was not efficient on induction of
resistance response in papaya fruits against anthracnose.

8.1 Introducéo

A antracnose é considerada uma das mais importantes doengas do maméo, conhecida
em todas as regides produtoras, incluindo o Hawai, a regido Caribenha, Leste e Oeste Africano, a
india, o Taiwan, a Singapura e a Australia. Sua nocividade para a economia é muito grande, pois
os frutos atacados pela podridao tornam-se imprestaveis para a comercializagdo e consumo. Ainda
que os frutos colhidos ndo apresentem sintomas da doenca, ela se manifesta na fase de
embalagem, transporte, amadurecimento e comercializacdo, causando grandes perdas.

Realizando um estudo histolégico da antracnose em mamao, Chau e Alvarez (1983)
observaram que C. gloeosporioides forma apressorio (estrutura de aderéncia) que emite uma hifa
infectiva, a qual é responsavel pela penetracdo cuticular nos frutos, trés a quatro dias apds a
inoculagdo. Forma-se entdo, uma hifa entre a cuticula e a parede epidérmica. O micélio cresce
intra e intercelularmente e, eventualmente, as células infectadas se separam, colapsam e formam
lesbes deprimidas que se tornam visiveis 4 a 5 dias apos a inoculagdo. A cuticula do fruto se
rompe durante o processo de frutificagdo. O indculo primario é disseminado principalmente pela
chuva. Inicialmente, o patdgeno infecta frutos imaturos ainda no campo, ndo necessitando da
presenca de ferimentos. As condigdes ambientais que favorecem o desenvolvimento do patdégeno
sdo altas temperaturas (6tima de 28 °C) e umidade relativa. Os esporos requerem agua livre para
germinarem (PLOETZ et al., 1994).
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Desta forma, um programa de aplicacdo de fungicidas em pré-colheita deve ser
adotado, seguido por tratamentos de pds-colheita, como o térmico e fungicidas (SNOWDON,
1990). O tratamento térmico, embora recomendado para uma série de frutas, é comercialmente
empregado em maméo, a 49 °C por 20 min, visando o controle, principalmente, da antracnose e
da podriddo peduncular (BENATO, 2001). No entanto, estes tratamentos tornam-se mais
eficientes quando seguidos pela aplicacdo de um fungicida, como o tiabendazol. Segundo Paull et
al. (1997), o tratamento térmico pode reduzir, mas raramente eliminar as infeccdes uma vez que as
mesmas estejam estabelecidas. Fungicidas benzimidazédis, como o benomil e o tiabendazol, ja
foram relatados como eficientes no controle da antracnose do mamoeiro, aplicados em condigdes
de campo ou em pdés-colheita (COUEY; ALVAREZ; NELSON, 1984). Porém, trabalhos mais
recentes envolvendo o controle da antracnose em mamdo tém revelado a ineficiéncia dos
benzimidazois aplicados em pos-colheita (LIBERATO; TATAGIBA, 2001).

Atualmente, ha um considerdvel interesse em estratégias alternativas de controle,
destacando-se aquelas que possam ativar mecanismos de resisténcia nos tecidos vegetais. A
grande maioria das pesquisas sobre ativadores quimicos concentra-se no controle de doengas de
pre-colheita. Entretanto, eliciadores quimicos aplicados em pré ou pds-colheita também mostram
aumento ou manutencdo da resisténcia natural a doengas em varios frutos pos-colheita (HUANG
et al., 2000; TERRY; JOYCE, 2000; ZAINURI et al., 2001). Dentre os ativadores quimicos,
potenciais indutores de resisténcia, encontra-se o &cido salicilico (AS).

Trabalhos realizados utilizando o AS para o controle de fitopatdgenos tém
demonstrado que o composto pode ativar mecanismos de defesa das plantas. A resisténcia a
Botrytis cinerea foi aumentada em kiwi imerso em AS (0,14 mg mL™) antes do armazenamento.
O tratamento dos frutos com AS resultou no aumento da atividade da fenilalanina amonia-liase
(FAL) e da peroxidase quando comparado ao controle (POOLE et al., 1998). Yao e Tian (2005)
constataram que a aplicacao pré-colheita de AS a 2 mM reduziu significativamente o didmetro de
lesbes causadas por Monilinia fructicola em cerejas, observando-se aumento nas atividades de [3-
1,3-glucanase, FAL e peroxidase.

Desta forma, os objetivos deste trabalho foram avaliar os efeitos do AS na protegdo
pos-colheita de mamdes contra a antracnose e investigar os efeitos do composto sobre o

desenvolvimento in vitro de C. gloeosporioides.
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8.2 Desenvolvimento
8.2.1 Revisdo Bibliografica

O AS é um composto fendlico envolvido na regulagdo de muitos processos no
crescimento e desenvolvimento de plantas, incluindo o movimento de estdmatos, a germinacao de
sementes, a absorcdo de ions e a inducdo de resisténcia a doengas. O composto pode também
interferir com a biossintese e acdo do etileno em plantas (RASKIN, 1992).

Compostos derivados do &cido benzoico podem promover a indugdo de resisténcia,
como por exemplo, o AS (C;HgO3). Estudos mostraram que niveis enddgenos deste acido
aumentaram antes da expressdo da inducdo de resisténcia, sugerindo que o AS foi o sinal
responsavel pela ativacdo da resisténcia. A aplicacdo de AS estimulou a FAL em folhas de kiwi e
induziu resisténcia local a Sclerotinia sclerotiorum (REGLINSKI et al., 1997). O aumento da
quitinase e/ou da peroxidase também tem sido observado em resposta ao tratamento com AS. Em
pepino, a resisténcia adquirida em resposta a este indutor esta correlacionada com o acumulo de
peroxidase, [B-1,3-glucanase e quitinase (NARUSAKA et al., 1999). Além da ativacdo de
mecanismos de resisténcia, 0 AS exerceu atividade antifungica direta in vitro contra
Cladosporium cladosporioides.

Zainuri et al. (2001) constataram controle da antracnose em manga pela aplicacdo de
AS e atribuiram os efeitos do &cido a inibicdo do amadurecimento dos frutos. O retardo do
amadurecimento ocorreu, provavelmente, pelo efeito anti-etileno como observado em bananas
(SRIVASTAVA; DWIVEDI, 2000), e ndo devido ao aumento da atividade antifungica na casca
das mangas. De forma semelhante, Zhang et al. (2003) relataram que o tratamento de kiwi com o
acido acetilsalicilico, um derivado do AS, resultou em maiores niveis de AS, retardando o
aumento na atividade de lipoxigenase e a producdo de radicais livres de superoxido, além de
suprimir as atividades de ACC sintase e ACC oxidase e a biossintese de etileno, retardando o pico
climatérico e o amadurecimento e senescéncia dos frutos. De acordo com 0s mesmos autores, 0
atraso no aumento da atividade de lipoxigenase e da producdo de radicais livres de superdxido
sugerem a possibilidade de o AS participar da regulacdo da formacdo de etileno também pela
restricdo da deterioracdo da membrana celular e da senescéncia dos tecidos induzidos pelos
radicais livres de superoxido, além da sua agdo sobre as enzimas que participam diretamente na

sintese do fitohormonio.
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O modo de acdo do AS foi proposto baseado na constatacdo de que o composto se liga
e inibe a catalase. A inibicdo da catalase levaria a um aumento na concentragdo de perdxido de
hidrogénio (H,0,) ou de espécies reativas de oxigénio derivadas deste que se elevam durante a
respiracao, fotossintese, ou durante a resposta de hipersensibilidade contra patdgenos. O H,0;
pode ter atividade antimicrobiana direta contra patdgenos invasores, e seus derivados podem
também atuar como intermediarios na cascata de sinalizacdo para a expressao de genes
relacionados a defesa (CHEN; SILVA; KLESSIG, 1993). Além disso, Raskin (1992) propds que o
aumento na concentracdo intracelular de H,O, pode atuar como um mensageiro secundario na
ativacao e expressédo de genes relacionados a defesa.

Mauch-Mani e Métraux (1998) relataram que esta hipdtese foi questionada por estudos
que demonstraram que: (1) a indugéo de proteinas relacionadas & defesa como a PR-1 n&o resulta
de H,O, derivado da catalase inibida pelo AS, mas sim pelo efeito direto do AS; (2) a atividade da
catalase ndo é reduzida apds a inoculacdo do patdgeno ou tratamento com AS; (3) os niveis de AS
nos tecidos sdo muito baixos para inibir a catalase; e (4) H,O, em altos niveis pode induzir a
producdo de AS. Os mesmos autores concluem ser improvavel que o principal modo de acdo de
AS na inducdo de respostas de defesa seja a inibicdo da catalase e 0 aumento subsequente dos
niveis de H,0,.

No processo de inducdo de resisténcia, o AS participa como uma molécula sinal,
apesar de haver indicios de que o composto ndo venha a ser o Unico sinalizador capaz de ativar
mecanismos de resisténcia (VERNOOIJ et al.,, 1994). Desta forma, parece que o AS é
provavelmente uma entre outras moléculas que operam como um sinal capaz de desencadear a
resisténcia induzida (STICHER; MAUCH-MANI; METRAUX, 1997).

Quando utilizado em pulverizacfes em pré-colheita, 0 AS pode causar fitotoxidez nas
margens foliares onde a agua se acumula (REGLINSKI et al., 1997). Portanto, 0 AS pode ser
incompativel nas estratégias de manejo integrado devido a possibilidade de fitotoxidade e de
inibicdo direta da microflora superficial dos frutos. Além disso, resultados inconsistentes entre
tipos de frutos apontam uma diferenca na eficacia de AS em eliciar uma resposta induzida e/ou na

sua interacdo com o etileno para frutas climatéricas e ndo climatéricas (TERRY'; JOYCE, 2004).
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8.2.2 Material e Métodos
Efeito do acido salicilico no controle de C. gloeosporioides in vivo

Mamdes cv. Golden, provenientes de Linhares / ES, foram inoculados com o auxilio
de uma seringa de cromatografia, em dois pontos opostos, na regido equatorial, com 15 pL da
suspensdo de esporos de C. gloeosporioides (7x10° conidios mL™) (GUPTA; PATHAK, 1990).
Apos 10 h da inoculagéo, os frutos foram tratados, por aspersao, com diferentes concentragdes do
AS (0; 2,5; 5; 10; 20 e 40 mM). Os frutos testemunha foram aspergidos com agua destilada. O
delineamento experimental adotado foi o inteiramente casualizado com 5 repeti¢fes contendo 4
frutos como unidade experimental. Apds os tratamentos, os frutos foram acondicionados em
caixas de papeldo e mantidos por um periodo de 7 dias, a 25 + 1 °C / 80 £ 5 %UR. As avaliacGes
foram realizadas diariamente medindo-se o didmetro das lesGes e a incidéncia da podriddo. Para
avaliar a possibilidade de inducdo de resisténcia pelo AS, mamdes foram também inoculados apds
24, 48 e 72 h do tratamento na concentracdo de 5 mM. Para tanto, os frutos foram mantidos a 10
1°C /90 £ 5 %UR até que fossem tratados. Apds o tratamento, os frutos permaneceram a 25 °C /
80 %UR até o momento da inoculagdo e durante o periodo de avaliacdo. Os frutos testemunha
foram aspergidos com &gua destilada. Neste caso, adotou-se o delineamento experimental
inteiramente casualizado, em arranjo fatorial 2 x 3, com 5 repeti¢fes contendo 4 frutos como
unidade experimental.

As medidas da incidéncia e da severidade da podriddo foram utilizadas para calcular a
area abaixo da curva de progresso da doenca (AACPD), utilizando a equacao:

ACPD =X [(yi + Yi+1) / 2 X (tis1 — ;)] Q)
sendo, y; o didmetro ou incidéncia de uma lesdo no tempo t;, em dias, e yi+1 0 didmetro ou
incidéncia da les&o no tempo tj+1 (DE CAPDEVILLE et al., 2002).

Ao final do periodo de avaliacdo 5 frutos de cada tratamento foram também avaliados
quanto aos parametros fisico-quimicos:
Firmeza de polpa (N): através de texturdbmetro TA-XT2, ponteira 8 mm, com distancia e
velocidade de penetragdo de 9 mm e 1 mm/s, respectivamente, efetuando-se a leitura em dois
pontos na regido equatorial dos frutos, apos a retirada da casca.
Cor da casca e cor da polpa: em colorimetro Minolta, modelo Chroma meter CR 300, sistema L*

a* b*, com seis leituras por fruto para cor de casca e duas leituras por fruto para cor de polpa.
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Solidos soluveis (°Brix): determinado no suco da fruta, obtido pela centrifugacdo de um fruto por
repeticdo, utilizando-se refratbmetro manual, marca Atago, com escala de 0 a 32 °Brix.

pH: determinado potenciometricamente em pHmetro Micronal B-274, no suco da fruta (1:9),
obtido pela centrifugacdo de um fruto por repeticdo, segundo a metodologia de Carvalho et al.
(1990).

Acidez total: determinada nas amostras anteriormente preparadas para determinacdo de pH,
empregando-se NaOH (0,1 N) para titulacdo até atingir pH 8,1. O resultado foi expresso em g
4cido malico 100 g™* suco (CARVALHO et al., 1990).

Efeito do acido salicilico sobre o desenvolvimento de C. gloeosporioides in vitro

Com o objetivo de verificar se 0 AS atua diretamente sobre o desenvolvimento do
fungo, avaliou-se a germinacdo de conidios e o crescimento micelial de C. gloeosporioides
submetido as diferentes concentracdes do acido. Para a avaliacdo da germinacdo de conidios
utilizou-se placas contendo meio de cultura &gar-4gua, as quais foram divididas em quatro
quadrantes. Em cada quadrante depositou-se 40 pL de suspensdo conidial (10° conidios mL™) e
adicionou-se 40 pyL do acido em diferentes concentracdes (0; 2,5; 5; 10; 20 e 40 mM), ap0os
filtragem em filtro Millipore (0,22 um). A germinagéo dos conidios foi avaliada apds 10 h a 25
°C, sob luz constante. O delineamento experimental contou com 5 placas por tratamento e uma
placa como unidade experimental. As avaliacfes foram realizadas contando-se 50 conidios por
quadrante. Considerou-se germinado o conidio que apresentou o tubo germinativo de tamanho
igual ou superior ao do comprimento do esporo (MERCIER et al., 2001).

O efeito de diferentes concentracfes do AS sobre o crescimento micelial foi avaliado
transferindo-se discos de micélio de 3 mm de didametro, retirados da borda de coldnias com 7 dias
de cultivo, para o centro de placas contendo meio batata-dextrose-agar (BDA), incorporado com
diferentes concentracdes do acido apos a filtragem em filtro Millipore (0,22 um). As placas foram
mantidas a 25 °C, sob fotoperiodo (12 h luz / 12 h escuro) em incubadora tipo B.O.D. e, avaliadas
diariamente medindo-se o didmetro da colénia em duas dire¢Oes opostas, até que o didmetro da
coldnia de um dos tratamentos atingisse a borda da placa. Utilizou-se 10 repeti¢des por tratamento
com uma placa como unidade experimental. Com os dados obtidos calculou-se o ICM (indice de
crescimento micelial), de acordo com Peres et al. (2003), através da formula:

ICM = C1.N; ™ + Co.Ng ™™ + ..+ CoNg ! (2)
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onde, C; = crescimento micelial no primeiro dia e N; = nimero de dias.

Anélise estatistica
Os dados obtidos nos experimentos foram submetidos a andlise de variancia e
comparados pelo teste de Tukey, em delineamento inteiramente casualizado e, a discussdo dos
resultados foi efetuada a 5 % de significancia. Analises de regressdo foram efetuadas quando

necessario. Para tanto, utilizou-se o programa estatistico ESTAT.

8.2.3 Resultados e Discussao

Analisando-se a Figura 8.1 constata-se que as diferentes concentragdes de AS,
aplicadas 10 h apos a inoculagdo dos mamdes, ndo foram efetivas em reduzir o diametro e/ou a
incidéncia das lesdes nos frutos. Observa-se que a severidade da antracnose foi maior com o
incremento das doses de AS (Figura 8.1A). Comportamento semelhante foi observado para a
incidéncia da podriddo (Figura 8.1B), apesar de a concentracdo de 5 mM ter reduzido, mas nao
significativamente, a incidéncia da antracnose.

Estes resultados eram de certa forma esperados, pois o AS utilizado nos tratamentos
dos frutos € relatado como um indutor de resisténcia, e desta forma ndo atuaria curativamente no
controle do patdgeno. No entanto, quando os frutos foram inoculados ap6s o tratamento com AS a
5 mM, observou-se que o composto também néo foi eficiente na reducdo da severidade e/ou da
incidéncia da antracnose (Figura 8.2). Provavelmente, o composto ndo induziu mecanismos de
defesa nos tecidos dos frutos que pudessem ter atuado na reducdo da podridéo.

Sob tal aspecto, Yao e Tian (2005) constataram que a aplicacdo pré-colheita de AS a 2
mM reduziu significativamente o didmetro de lesbes causadas por M. fructicola em cerejas,
observando-se aumento nas atividades de 3-1,3-glucanase, FAL e peroxidase durante o inicio do
periodo de armazenamento dos frutos a 25 °C. Os autores constataram ainda que a eficacia em
induzir resisténcia em cerejas tratadas em pré-colheita com AS foi mais eficiente do que para os
frutos tratados em pds-colheita, sendo que nesta fase a aplicagio de AS ndo reduziu
significativamente o diametro das lesdes nos frutos, tanto a 25 °C quanto a 0 °C. Os autores
observaram ainda que tanto o tratamento em pré quanto em pos-colheita ndo resultou na reducao
da incidéncia de M. fructicola a 0 °C, podendo estar correlacionado com as diferentes reagdes de

defesa de cerejas quando os frutos foram armazenados nas diferentes temperaturas.
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Figura 8.2 - Area abaixo da curva de progresso da doenca (AACPD) para os valores de diametro das lesdes (mm) (A)
e incidéncia (% de ocorréncia) da antracnose (B) em mamdes inoculados com C. gloeosporioides 24, 48
ou 72 h ap6s tratamento dos frutos com acido salicilico (5 mM). Test. = testemunha (frutos tratados com

agua destilada) e AS = frutos aspergidos com &cido salicilico

Os resultados das analises fisico-quimicas revelaram que os frutos tratados com a
maior dose de AS (40 mM) exibiram maior teor de sélidos sollveis apos 7 dias de
armazenamento. Por outro lado, os pardmetros pH, acidez total e firmeza ndo foram influenciados
por nenhuma das doses avaliadas quando comparadas a testemunha (Tabela 8.1). Quanto a cor de
casca, observa-se que o parametro a* foi influenciado também pela maior dose, sendo que o0s
frutos estavam com o maior valor, ou seja, mais vermelhos. A dose de 40 mM influenciou o

parametro b* da cor de polpa, estando os frutos mais amarelos (Tabela 8.2).
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Tabela 8.1 - Parametros fisico-quimicos de mamdes cv. Golden inoculados com C.
gloeosporioides, tratados com diferentes concentragdes de acido salicilico, e

avaliados ap0s 7 dias de armazenamento a 25 °C / 80 %UR

Sélidos sollveis pH* Acidez total Firmeza
Tratamentos (°Brix)* (g 4c. malico.100g™%)" (N)*
Dia 0 13,5 5,36 0,09 111,91
Testemunha 13,2 bc 5,36 ab 0,08 a 4,05a
2,5 mM 12,8 ¢ 539a 0,08 a 4,70a
5mM 13,5 bc 5,33 ab 0,08 a 4,25 a
10 mM 139D 531 ab 0,09 a 3,89a
20 mM 13,8b 5,30 ab 0,09 a 341a
40 mM 148 a 529 b 0,10a 2,79a
C.V. (%) 3,14 0,92 13,76 28,89

* Média de cinco frutos por tratamento.
Médias seguidas pela mesma letra, na coluna, ndo diferem significativamente entre si pelo teste de Tukey (P < 0,05).

Tabela 8.2 - Cor de casca e de polpa de mamdes cv. Golden inoculados com C. gloeosporioides,
tratados com diferentes concentracfes do acido salicilico, e avaliados ap6s 7 dias de

armazenamento a 25 °C / 80 %UR

Cor de casca’” Cor de polpa”™

Tratamentos L a b L a b
Dia0 61,58 -18,40 46,14 64,25 20,15 44,98
Testemunha 74,51 ab 7,36 bc 69,81 a 58,89 a 20,49 a 44,88 ¢
2,5 mM 7497 a 6,15¢ 69,10 a 60,75 a 21,27 a 47,73 ab
5mM 74,74 a 6,83 bc 69,75 a 61,29 a 21,24 a 48,31 ab
10 mM 74,43 ab 7,95 ab 69,55 a 60,99 a 20,78 a 47,93 ab
20 mM 74,38 ab 7,78 abc 69,00 a 60,48 a 19,84 a 45,91 bc
40 mM 73,28 b 9,22 a 68,84 a 61,14 a 21,66 a 49,83 a
C.V. (%) 1,01 11,90 1,66 3,17 10,13 2,67

Y Média de cinco frutos por tratamento.
* Em colorimetro Minolta, sistema L* a* b*, onde L* representa luminosidade (O=preto a 100=branco), a* e b*
cromaticidade (a’=verde a a"=vermelho e, b=azul a b*=amarelo).

Meédias seguidas pela mesma letra, na coluna, ndo diferem significativamente entre si pelo teste de Tukey (P < 0,05).

Srivastava e Dwivedi (2000) observaram que o tratamento de bananas com AS
resultou na diminuicdo na taxa de respiracdo, bem como um atraso do pico climatérico, de
maneira dependente da dose. Os autores relataram ainda que o composto inibiu o processo de
amolecimento dos frutos durante o amadurecimento, constatando que o amarelecimento da casca
foi menos intenso para os frutos tratados com o &cido. Neste estudo, também se demonstrou a

reducdo nos niveis de catalase e peroxidase pelo tratamento de bananas com AS durante o



180

amadurecimento dos frutos. Os mesmos autores constataram que o AS atrasou 0 amadurecimento
de bananas, sendo que a perda de firmeza, a relagdo polpa:casca, o contetdo de agucares
redutores, e a invertase foram reduzidos pelo tratamento dos frutos com o acido. Além disso, a
atividade das principais enzimas degradativas, celulase, poligalacturonase e xilanase, foi também
reduzida pelo AS. Baseado nestas observacOes, 0 AS pode ser considerado um antagonista ao

etileno, o principal fitorregulador do amadurecimento dos frutos.

Efeito do acido salicilico sobre o desenvolvimento de C. gloeosporioides in vitro
Os resultados obtidos no ensaio in vitro mostraram que o AS atua diretamente sobre o
crescimento micelial de C. gloeosporioides (Figura 8.3). Observa-se que todas as doses reduziram
o diametro da coldnia do fungo, sendo que as de 10 mM ou acima inibiram completamente o seu
desenvolvimento. No entanto, ndo houve efeito do AS sobre a germinacdo dos conidios (Figura
8.4). Yao e Tian (2005) relataram que a concentragdo de 2 mM de AS mostrou fungitoxidade
direta sobre M. fructicola e inibiu significativamente o crescimento micelial e a germinacéo de

esporos do patdgeno in vitro.
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Figura 8.3 — Indice de crescimento micelial (ICM) de C. gloeosporioides cultivado em BDA incorporado com
diferentes concentrages (mM) de &cido salicilico (AS), ap6s 9 dias a 25 °C. **Significativo a 1 % de

probabilidade
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Figura 8.4 — Germinagao de conidios de C. gloeosporioides em agar-agua sob diferentes concentrages (mM) de
acido salicilico (AS), apés 10 ha 25 °C

8.3 Conclusdes
O &cido salicilico ndo reduz a severidade e a incidéncia da antracnose em mamao,
quando aplicado antes ou apés a inoculagdo dos frutos, porém inibe o crescimento micelial de C.

gloeosporioides, mas ndo influencia a germinacao de conidios.
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Anexo A - Efeito de S. cerevisiae (SC), 20 mg mL™, sobre o teor de sélidos solveis, acidez total,
pH e firmeza de mamdes cv. Golden, inoculados com C. gloeosporioides 24, 48 ou 72

h apds o tratamento, no momento da inoculacéo

Sélidos solaveis (°Brix)
Intervalo de tempo entre tratamento e inoculacdo™

24 h 48 72h Média
Com SC 13,64 13,96 13,08 13,73 n.s.
Sem SC 13,52 13,56 13,60 13,39
Média 13,58 13,76 13,34 n.s.
C.V. (%) 5,08

Acidez total (g acido malico 100g™)
Intervalo de tempo entre tratamento e inoculagdo™

24 h 48 h 72 h Média
Com SC 0,12 0,11 0,10 0,11 n.s.
Sem SC 0,12 0,12 0,10 0,11
Média 0,12 A 0,11 AB 0,10B **
C.V. (%) 11,81
pH
Intervalo de tempo entre tratamento e inoculacdo™
24 h 48 h 72 h Média
Com SC 517 5,15 5,10 5,14 n.s.
Sem SC 5,15 5,10 511 5,12
Média 5,16 5,12 511 n.s.
C.V. (%) 0,98
Firmeza (N)
Intervalo de tempo entre tratamento e inoculagdo™
24 h 48 h 72 h Média
Com SC 48,33 30,29 12,66 30,43 n.s.
Sem SC 45,99 40,84 9,79 32,21
Média 47,16 A 35,56 B 11,23 C *x
C.V. (%) 21,52

X'n.s. = ndo significativo; ** = significativo a 1% de probabilidade, respectivamente.
Médias seguidas da mesma letra mailscula, na linha, ndo diferem estatisticamente entre si (Tukey=0,05).
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Anexo B - Efeito de S. cerevisiae (SC), 20 mg mL™, sobre a cor da casca de mamdes cv. Golden,

inoculados com C. gloeosporioides 24, 48 ou 72 h ap6s o tratamento, no momento da

inoculacdo
Intervalo de tempo entre tratamento e inoculacdo™
24 h 48 h 72 h Média
Com SC 63,46 66,54 75,02 68,34 n.s.
L’ SemSC 61,18 69,06 73,69 67,98
Média 62,32C 67,80B 7435A fala
C.V. (%) 3,98
Intervalo de tempo entre tratamento e inoculacdo™
24 h 48 h 72 h Média
Com SC -17,84 -14,88 -5,77 -12,83 n.s.
& Sem SC -18,65 -12,88 -9,80 -13,77
Média -1825C  -1388B  -7,78 A xx
C.V. (%) 21,15
Intervalo de tempo entre tratamento e inoculacdo™
24 h 48 h 72 h Média
Com SC 45,27 50,19 61,43 52,30 n.s.
b’ SemsC 42,82 53,14 58,88 51,61
Média 44,05 C 51,66 B 60,16 A  **
C.V. (%) 7,87

X'n.s. = ndo significativo; ** = significativo a 1% de probabilidade, respectivamente.

Y Em colorimetro Minolta, sistema L* a* b*, onde L* representa luminosidade (O=preto a 100=branco), a* e b*
cromaticidade (a=verde a a'=vermelho e, b’=azul a b*=amarelo).

Médias seguidas da mesma letra mailscula, na linha, ndo diferem estatisticamente entre si (Tukey=0,05).
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Anexo C - Efeito de S. cerevisiae (SC), 20 mg mL™, sobre a cor da polpa de mamées cv. Golden,

inoculados com C. gloeosporioides 24, 48 ou 72 h ap6s o tratamento, no momento da

inoculacdo
Intervalo de tempo entre tratamento e inoculaco™
24 h 48 h 72 h Média
Com SC 62,87 62,26 61,74 62,29 b *
L’ SemSC 64,45 65,25 62,07 63,93 a
Média 63,66 63,76 61,91 n.s.
C.V. (%) 3,11
Intervalo de tempo entre tratamento e inoculacdo™
24 h 48 h 72 h Média
Com SC 19,44 18,74 18,63 18,94 n.s.
& Sem SC 19,14 17,51 18,58 18,41
Média 18,60 18,13 19,29 n.s.
C.V. (%) 6,94
Intervalo de tempo entre tratamento e inoculacdo™
24 h 48 h 72 h Meédia
Com SC 48,97 47,75 50,42 49,05 n.s.
b’ SemscC 46,42 49,11 48,93 48,15
Média 47,69 48,43 49,67 n.s.
C.V. (%) 5,26

X'n.s. = ndo significativo; *,** = significativo a 5 ou 1% de probabilidade, respectivamente.

Y Em colorimetro Minolta, sistema L* a* b*, onde L* representa luminosidade (O=preto a 100=branco), a* e b*
cromaticidade (a=verde a a'=vermelho e, b’=azul a b*=amarelo).

Médias seguidas da mesma letra mindsculas, na coluna, ndo diferem estatisticamente entre si (Tukey=0,05).
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Anexo D - Efeito de S. cerevisiae (SC), 20 mg mL™, sobre o teor de sélidos soldveis, acidez total,
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Anexo E - Efeito de S. cerevisiae (SC), 20 mg mL™, sobre a cor da casca de mamdes cv. Golden,
inoculados com C. gloeosporioides 24, 48 ou 72 h ap0s o tratamento, armazenados por

7 diasa 25°C
Intervalo de tempo entre tratamento e inoculacdo™
24 h 48 h 72 h Média
Com SC 74,80 74,09 72,98 73,96 a fale
L’ SemSC 73,34 72,68 73,40 73,14 b
Média 74,07 73,39 73,19 n.s.
C.V. (%) 1,43
Intervalo de tempo entre tratamento e inoculacdo™
24 h 48 h 72 h Média
Com SC 524 a 6,43 6,34 5,26 n.s.
& Sem SC 3,24b 4,88 7,67 6,00
Média 4,24 B 5,65 AB 7,00 A wx
C.V. (%) 24,20
Intervalo de tempo entre tratamento e inoculacdo™
24 h 48 h 72 h Média
Com SC 66,10 66,06 66,60 66,25 n.s.
b’ SemSC 66,10 66,71 66,09 66,30
Meédia 66,10 66,39 66,35 n.s.
C.V. (%) 2,07

X'n.s. = ndo significativo; *,** = significativo a 5 ou 1% de probabilidade, respectivamente.
Médias seguidas da mesma letra mailscula, na linha, e mindscula, na coluna, ndo diferem estatisticamente entre si
(Tukey=0,05).
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Anexo F - Efeito de S. cerevisiae (SC), 20 mg.mL™, sobre a cor da polpa de mamdes cv. Golden,

inoculados com C. gloeosporioides 24, 48 ou 72 h ap0s o tratamento, armazenados por

7 diasa 25°C
Intervalo de tempo entre tratamento e inoculacdo™
24 h 48 h 72 h Média
Com SC 56,90 59,60 58,74 58,64 n.s.
LY Sem SC 59,66 60,28 59,30 59,52
Média 58,28 59,94 59,02 n.s.
C.V. (%) 3,70
Intervalo de tempo entre tratamento e inoculacdo™
24 h 48 h 72 h Média
Com SC 19,63 19,39 19,83 19,62 n.s.
@ SemSC 18,90 19,54 18,97 19,14
Média 19,26 19,46 19,40 n.s.
C.V. (%) 7,80
Intervalo de tempo entre tratamento e inoculacdo™
24 h 48 h 72 h Média
Com SC 4530 b 48,86 48,54 47,57 n.s.
b’ SemscC 48,37 a 47,41 46,99 47,59
Média 46,83 48,13 47,77 n.s.
C.V. (%) 3,56

X'n.s. = ndo significativo.

Médias seguidas da mesma letra mindscula, na linha, ndo diferem estatisticamente entre si (Tukey=0,05).
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Anexo G - Efeito da B. thuringiensis (BT), 7,5 mg.mL™, sobre o teor de sélidos soluveis, acidez
total, pH e firmeza de mamdes cv. Golden, inoculados com C. gloeosporioides 24, 48

ou 72 h apo6s o tratamento, no momento da inoculacao

Sélidos solaveis (°Brix)
Intervalo de tempo entre tratamento e inoculacdo™

24 h 48 h 72 h Média
Com BT 11,86 11,92 10,80 11,53
Sem BT 10,70 11,82 9,96 10,83 "
Média 11,28 AB 11,87 A 10,38 B *x
C.V. (%) 8,77
Acidez total (g acido malico 100g™)
Intervalo de tempo entre tratamento e inoculagdo™
24 h 48 h 72h Média
Com BT 0,08 0,07 0,08 0,07
Sem BT 0,08 0,09 0,08 0,08 "
Média 0,08 0,08 0,08 n.s.
C.V. (%) 12,50
pH
Intervalo de tempo entre tratamento e inoculagdo™
24 h 48 h 72 h Média
Com BT 5,36 5,38 5,40 5,38
Sem BT 5,49 5,28 5,40 5,39 "
Média 543 A 533B 5,40 AB kel
C.V. (%) 1,21
Firmeza (N)
Intervalo de tempo entre tratamento e inoculagdo™
24 h 48 h 72 h Média
Com BT 98,47 81,97 61,91 80,78 n.s.
Sem BT 88,25 80,82 59,45 76,17
Média 93,36 A 81,39 A 60, 68 B ol
C.V. (%) 22,28

X n.s. = ndo significativo; ** = significativo a 1% de probabilidade.
Médias seguidas da mesma letra mailscula, na linha, ndo diferem estatisticamente entre si (Tukey=0,05).
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Anexo H - Efeito de B. thuringiensis (BT), 7,5 mg mL™, sobre a cor da casca de mamdes cv.

Golden, inoculados com C. gloeosporioides 24, 48 ou 72 h ap0s o tratamento, no

momento da inoculagéo

Intervalo de tempo entre tratamento e inoculacdo™

24 h 48 h 72 h Média
Com BT 61,60 67,15 66,40 65,05 n.s.
LY Sem BT 61,13 66,72 64,70 64,19
Média 61,37B 6694 A 6555A e
C.V. (%) 5,66
Intervalo de tempo entre tratamento e inoculacdo™
24 h 48 h 72 h Média
Com BT -18,05 -13,10 -13,86 -15,00 n.s.
2 SemBT -19,08 -14,08 -16,73 -16,63
Média -18,56 B -1359 A -15,30 AB *
C.V. (%) 19,73
Intervalo de tempo entre tratamento e inoculacdo™
24 h 48 h 72 h Média
Com BT 44,44 52,17 50,34 48,98 n.s.
b* Sem BT 44,39 51,02 4748 47,63
Média 44,41 B 51,60 A 48,91 AB *
C.V. (%) 11,23

X'n.s. = ndo significativo; *,** = significativo a 5 ou 1% de probabilidade, respectivamente.

Y Em colorimetro Minolta, sistema L* a* b*, onde L* representa luminosidade (O=preto a 100=branco), a* e b*

cromaticidade (a=verde a a'=vermelho e, b’=azul a b*=amarelo).

Médias seguidas da mesma letra mailscula, na linha, ndo diferem estatisticamente entre si (Tukey=0,05).
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Anexo | - Efeito de B. thuringiensis (BT), 7,5 mg mL™, sobre a cor da polpa de mamdes cv.
Golden, inoculados com C. gloeosporioides 24, 48 ou 72 h apds o tratamento, no

momento da inoculagédo

Intervalo de tempo entre tratamento e inoculacdo™

24 h 48 h 72 h Média
Com BT 62,41 62,29 65,42 63,37 n.s.
L’ Sem BT 65,53 63,25 67,50 65,43
Média 63,97 AB 62,77B 66,46 A *
C.V. (%) 4,59
Intervalo de tempo entre tratamento e inoculaco™
24 h 48 h 72 h Média
Com BT 16,43 17,66 14,96 16,35 n.s.
& SemBT 15,31 17,31 14,59 15,74
Média 15,87 17,49 14,78 n.s.
C.V. (%) 15,44
Intervalo de tempo entre tratamento e inoculacdo™
24 h 48 h 72 h Média
Com BT 42,66 43,59 43,54 43,26 n.s.
b’ Sem BT 42,29 43,85 42,81 42,99
Média 42,47 43,72 43,18 n.s.
C.V. (%) 6,59

X 'n.s. = ndo significativo; *** = significativo a 5 ou 1% de probabilidade, respectivamente.

Y Em colorimetro Minolta, sistema L* a* b*, onde L* representa luminosidade (O=preto a 100=branco), a* e b*
cromaticidade (a=verde a a'=vermelho e, b'=azul a b*=amarelo).

Médias seguidas da mesma letra maitscula, na linha, ndo diferem estatisticamente entre si (Tukey=0,05).
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Anexo J - Efeito de B. thuringiensis (BT), 7,5 mg.mL™, sobre o teor de sélidos sollveis, acidez
total, pH e firmeza de mamdes cv. Golden, inoculados com C. gloeosporioides 24, 48

ou 72 h apo6s o tratamento, armazenados por 7 dias a 25 °C

Sélidos soltveis (°Brix)
Intervalo de tempo entre tratamento e inoculagdo™

24h 48h 72h Média
Com BT 12,00 10,80 11,32 11,37
Sem BT 11,96 11,14 10,08 11,06 "
Média 11,98 A 10,97 B 10,70B  **
C.V. (%) 6,48

Acidez total (g 4cido malico.100g™)
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Anexo K - Efeito de B. thuringiensis (BT), 7,5 mg.mL™, sobre a cor da casca de mamdes cv.
Golden, inoculados com C. gloeosporioides 24, 48 ou 72 h apd6s o tratamento,

armazenados por 7 dias a 25 °C

Intervalo de tempo entre tratamento e inoculacdo™

24 h 48 h 72 h Média
Com BT 76,37 a 76,40 77,25 76,67 n.s.
LY Sem BT 7475Bb 76,63A 7751 A 76,30
Média 75,56 B 7651 A T77,38A wx
C.V. (%) 1,02
Intervalo de tempo entre tratamento e inoculacdo™
24 h 48 h 72 h Média
Com BT 1,35 -1,28 0,14 0,07 n.s.
2 SemBT 2,08 -0,79 -2,11 -0,27
Média 1,72 A -1,04 B -0,98 B *
C.V. (%) 18,52
Intervalo de tempo entre tratamento e inoculacdo™
24 h 48 h 72 h Média
Com BT 66,10 66,03 66,85 66,33 b fole
b® Sem BT 67,97 68,37 68,34 68,23 a
Média 67,04 67,20 67,59 n.s.
C.V. (%) 11,23

X'n.s. = ndo significativo; *,** = significativo a 5 ou 1% de probabilidade, respectivamente.

Y Em colorimetro Minolta, sistema L* a* b*, onde L* representa luminosidade (O=preto a 100=branco), a* e b*
cromaticidade (a=verde a a'=vermelho e, b’=azul a b*=amarelo).

Médias seguidas da mesma letra mailscula, na linha, e mindscula, na coluna, ndo diferem estatisticamente entre si
(Tukey=0,05).
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Anexo L - Efeito de B. thuringiensis (BT), 7,5 mg.mL™, sobre a cor da polpa de mamées cv.

Golden, inoculados com C. gloeosporioides 24, 48 ou 72 h apds o tratamento,

armazenados por 7 dias a 25 °C

Intervalo de tempo entre tratamento e inoculacdo™

24 h 48 h 72 h Média
Com BT 60,72 66,54 65,04 64,10 n.s.
L’ Sem BT 62,20 65,87 67,29 65,12
Média 61,46 B 66,20 A 66,17TA  **
C.V. (%) 4,01
Intervalo de tempo entre tratamento e inoculacdo™
24 h 48 h 72 h Média
Com BT 18,51 14,55 16,12 16,39 n.s.
& Sem BT 16,54 15,18 13,57 15,09
Média 1753 A 1486 AB 14,84B *
C.V. (%) 15,25
Intervalo de tempo entre tratamento e inoculacdo™
24 h 48 h 72 h Meédia
Com BT 45,69 45,32 46,78 45,93 n.s.
b’ SemBT 47,67 45,07 43,05 45,27
Média 46,68 A 4521 B 44,92 B *
C.V. (%) 3,44

X'n.s. = ndo significativo; *,** = significativo a 5 ou 1% de probabilidade, respectivamente.

Y Em colorimetro Minolta, sistema L* a* b*, onde L* representa luminosidade (O=preto a 100=branco), a* e b*
cromaticidade (a=verde a a'=vermelho e, b’=azul a b*=amarelo).

Médias seguidas da mesma letra mailscula, na linha, ndo diferem estatisticamente entre si (Tukey=0,05).
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