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RESUMO GERAL

Fungos fitopatdgénicos sdo responsaveis por perdas significativas em maracuja amarelo na
fase pds-colheita, dentre estes o Lasiodiplodia theobromae que provoca lesbes nas frutas
prejudicando consequentemente sua comercializacdo. Neste trabalho buscou-se realizar a
caracterizacdo de agressividade e enziméatica de isolados de L. theobromae; avaliar a
concentracdo de in6culo, o periodo de molhamento e a influéncia da temperatura sobre o
desenvolvimento da podriddo por lasiodiplodia; avaliar a eficiéncia de extratos vegetais
brutos, fosfitos solidos e indutores de resisténcia no controle da doenca em maracuja amarelo;
avaliar alteracdes nos fatores fisico-quimicos das frutas tratadas. No primeiro artigo, além do
estudo dos parametros epidemiolégicos de concentracdo de indculo (107, 10°, 104 10°, 10°e
10’ conidios.mL™), periodo de molhamento (0, 12, 24, 36, 48 h) e temperatura (20, 25, 30,
35°C) de trés isolados de L. theobromae, foi realizado a caracterizagdo enziméatica em
substratos solidos de 43 isolados, onde foi possivel detectar halos de degradacdo mostrando a
capacidade que este fungo tem de produzir as enzimas hidroliticas amilase, celulase, lipase e
protease. Em relacdo aos aspectos epidemioldgicos, observou-se que as condigdes 6timas para
o estabelecimento da doenca consistiu em alta concentracdes de inéculo (10° e 10’
conidios.mL™), temperatura em torno de 30°C e periodo de molhamento de 48 horas. A
temperatura em torno de 20 °C inibe o desenvolvimento do fitopatogeno mantendo a
integridade fisica dos frutos. No segundo artigo avaliou-se o efeito de produtos alternativos no
controle da doenca. Para isto, as frutas foram tratadas com extratos de meldo-de-Sao-Caetano,
gengibre, manjericdo, canela, casca de maracuja amarelo, e de fosfito de potassio, fosfito de
calcio, Agro-Mads e Ecolife®, em cinco concentracdes. As frutas foram tratadas através da
imersdo nas suspensdes dos produtos durante 10 minutos. Trés horas ap0s tratamento, as
frutas foram inoculadas com suspensdo na concentracdo de 10° conidios.mL™. Apesar de

todos os produtos testados demonstrarem propriedades fungitoxicas, melhores resultados



foram obtidos com fosfito de potéssio e Ecolife®. As melhores doses obtidas foram testadas
em combinacao e verificou-se que fosfito de Célcio (5mL) + extrato de casca de maracuja
amarelo (60%), fosfito de Calcio (5mL) + extrato de meldo-de-Séo-Caetano (60%) e Agro-
Mobs (300ul) + extrato de manjericdo (80%) promoveram menores tamanhos de lesbes. Os
teores de ATT foram alterados nos tratamentos individuais enquanto que quanto utilizados em
combinagdo os teores de SST e ATT sofreram alteracGes. No terceiro artigo foi avaliada a
eficiéncia de diferentes formulagdes de fosfitos de natureza sélida na reducéo da podriddo. Os

fosfitos utilizados foram K, K+BMo, Ca, Ca+B, Cu, Zn, Mg e ultra ABS nas concentracdes

de 1,2 3, 4e5 g.L-l. O tratamento e inoculagéo das frutas foram realizados seguindo a
mesma metodologia do artigo anterior. Os resultados mostraram que as formulacGes sélidas
dos fosfitos de potassio, FK, FK+BMo, FCa, FCaB e FZn demonstraram propriedades
fungitdxicas inibindo o desenvolvimento das lesdes. Analises fisico-quimicas das frutas
realizadas demonstraram que o0s tratamentos promoveram alteracdo nos teores ATT, SST e
pH.

Palavras chaves: Lasiodiplodia theobromae, Passiflora edulis f. flavicarpa, fatores

ambientais, controle alternativo, extratos vegetais, fosfitos.



GENERAL ABSTRACT

Phytopathogenic fungi are responsible for significant losses in yellow passion fruit in the
postharvest, among these the Lasiodiplodia theobromae that damages the fruit thus impairing
its commercialization. The objectives for the development of this research were to evaluate
the epidemiological parameters of lasiodiplodia rot in yellow passion fruit and the effect of
plant extracts, inducing resistance and solid formulations of phosphite in controlling this
disease. In the first article, beyond the study of the epidemiological parameters of inoculum
concentration (10% 10° 10% 10°, 10° and 10’ conidia.mL™), wetness (0, 12, 24, 36, 48 h) and
temperature (20, 25, 30, 35 ° C) of three isolates of L. theobromae, enzymatic characterization
was performed in 43 isolated solid substrates, where it was possible to detect halos of
degradation showing the ability of this fungus has to produce hydrolytic enzymes amylase,
cellulase, lipase and protease. In relation to epidemiological aspects, it was observed that the
optimal conditions for the establishment of the disease consisted of high inoculum
concentrations (10° and 10" conidia.mL™Y), temperature around 30 ° C, and wetness period of
48 hours. In the second article evaluated the effect of alternative products to control the
disease. For this, the fruits were treated with extracts of melon mentrasto, ginger, basil,
cinnamon, yellow passion fruit peel, and potassium phosphite, calcium phosphite, and Ecolife
Agro-Mos® in five concentrations. The fruits were treated by immersion in suspensions of the
products for 10 minutes. Three hours after treatment, the fruits were inoculated with a
suspension at a concentration of 10° conidios.mL™. Despite all the products tested show
fungitoxic properties, better results were obtained with potassium phosphite, Ecolife ® and
melon mentrasto extract. The best doses obtained were tested in combination and found that
calcium phosphite (5 mL) + extract of yellow passion fruit peel (80%), calcium phosphite (5

mL) + melon mentrasto extract (60% ) and Agro-Mos (300ul) + basil extract (80%) promoted



smaller sizes of lesions. In the third article we evaluated the efficiency of different
formulations of solid nature of phosphites in reducing decay. K, K+BMo, Ca, Ca+B, Cu, Zn,
Mg e ultra ABS nas concentraces de 1, 2, 3, 4 e 5 g.L™". Treatment and inoculation of fruits
were carried out following the same methodology as the previous article. The results showed
that solid formulations of potassium phosphite, FK+FBMo, FCa, FCa+FB, FZn e FMg
demonstrated fungitoxic properties inhibiting the development of lesions. Physical-chemical
properties of fruit showed that the treatments promoted changes to the content promoted ATT,
SST and pH.

Keywords: Lasiodiplodia theobromae, Passiflora edulis f. flavicarpa, environmental factors,

alternative control, plant extracts, phosphites.



CAPITULO |

Introducéo Geral



CONDICOES FAVORAVEIS PARA OCORRENCIA DA PODRIDAO POR
LASIODIPLODIA E METODOS ALTERNATIVOS DE CONTROLE NA POS-
COLHEITA DO MARACUJA AMARELO

INTRODUCAO GERAL

A cultura do maracujazeiro

O maracujazeiro (Passiflora spp.) pertence a ordem Passiflorales, tribo Passiflorae e
familia Passifloraceae (BRUCKNER et al., 2002). Também conhecido como flor-da-paixao,
denominacdo essa de origem mistica, fazendo referéncia a semelhanca da morfologia da flor
com os simbolos da Paixao de Jesus Cristo (SOUZA; MELETTI, 1997; VANDERPLANK,
1996).

Encontra-se distribuido pelos tropicos, sendo a América do Sul o centro de origem de
95% das espécies de maracujazeiro (LIMA; CUNHA, 2004; CUNHA et al., 2002). As
espécies de maracujazeiro estdo inseridas em 19 géneros, sendo o género Passiflora, o de
maior expressividade, com cerca de 400 espécies, embora haja divergéncias entre autores
(BERNACCI, 2003; BRAGA; JUNQUEIRA, 2000; BRUCKNER et al., 2002; OLIVEIRA et
al., 1994; SOUZA; MELETTI, 1997). Entre as espécies de Passiflora mais difundidas e
cultivadas comercialmente estdo P. edulis Sims f. flavicarpa Deg. (maracuja amarelo ou
maracuja azedo), P. edulis f. edulis Sims (maracuja roxo), P. alata Dryand (maracuja doce),
P. ligularis Juss. e P. quadrangularis L. (BRUCKNER, 1997; SILVA; SAO JOSE, 1994;
SOUZA; MELETTI, 1997). O numero de espécies no Brasil é de 111 a 150, sendo que o
maior centro de distribuicdo geografica deste género localiza-se no centro-norte do Brasil
(OLIVEIRA et al., 1994; SOUZA; MELETTI, 1997). No Brasil, 0 maracuja amarelo é o mais
cultivado, sendo responsavel por 95% da area de producdo comercial (SILVA, 2004,
MELETTI; MAIA, 1999).

A fruta apresenta-se na forma de uma baga ovéide ou subglobosa, com diametro
equatorial variando de 4,9 a 7,8 cm e longitudinal entre 54 a 10,4 cm (DURIGAN;
DURIGAN, 2002). Sua boa aceitacdo nos diversos centros consumidores deve-se ao suco,
com aroma e sabor bastante agradavel (LIMA, 2002). O valor econdmico e social da cultura

encontra-se associado a alimentacdo humana na forma de suco, doce, geléia, sorvete e licor



(CANCADO JUNIOR et al., 2000), promovendo a geracio de emprego, consequentemente,
absorcéo e fixacdo de médo de obra no meio rural (LIMA, 2002).

Em termos nutricionais, 0s maracujas comerciais apresentam excelentes qualidades
nutritivas, sdo ricos em minerais e vitaminas, principalmente A e C, alcal6ides, flavonoides e
carotendides, substancias que em geral, atuam na prevencdo de doengas (CASIMIR et al.,
1981; SUNTORNSUK et al., 2002). As fibras do maracuja apresentam potencial no controle
da obesidade, diabetes e controles de taxas de colesterol. A utilizacdo do maracujazeiro como
planta medicinal faz parte da cultura americana, européia e asitica. Especies comerciais e
silvestres integram o repertério etnofarmacoldgico que recomenda folhas, flores, raizes e
frutas para combater as mais diferentes doencas, do controle de verminoses ao tratamento de
tumores gastricos. Contudo, a fama do maracuja vem da acdo benéfica sobre o sistema
nervoso, sendo indicado principalmente, ao combate a depressdo, a ansiedade e a insonia
(DHAWAN et al., 2004; MATQOS, 2002).

O suco do maracuja amarelo possui pH entre 2,7 e 3,1, o teor de so6lidos soluveis totais
(SST) € de 14,9% a 18,6%, a acidez total titulavel (ATT) de 4,9% de acido citrico,
proporcionando uma relacdo SST/ATT de 3,4 (DURIGAN; DURIGAN, 2002).

O maracujazeiro encontra-se em plena expansao no Brasil, com crescimento médio da
area plantada ao redor de 5% ao ano, fazendo do pais o maior produtor mundial (SOUZA et
al., 2002). De acordo com dados do IBGE, a quantidade produzida em 2009 foi de 713.515 t
em 50.795 ha colhidos, sendo a regido Nordeste responsavel por 73,41% da producao
brasileira. Em relagdo aos estados produtores, a Bahia se destaca nacionalmente com
producdo de 317.475 t em uma area colhida de 23.227 ha, seguida pelos estados do Ceara
com 129.001 t em 5.579 ha, Sergipe com 44.486 t em 4.709 ha, Espirito Santo com 42.320 t
em 1.555 ha e Minas Gerais com 35.108 t em 2.425 ha no ano de 2009 (IBGE, 2011).

No entanto, a expansdo da area cultivada ndo tem sido acompanhada de cuidados no
intuito de evitar a disseminacdo de doengas. Desta forma, tem ocorrido 0 aumento e o
agravamento de doencas, ocasionando a redugcdo do tempo de exploragdo econémica da
cultura, chegando a inviabilizar o cultivo em determinadas regides (SANTOS FILHO;
JUNQUEIRA, 2003; SANTOS FILHO et al., 2004). Dentro deste contexto, observa-se que 0
maracujazeiro tem sido afetado por um grande nimero de doencas, causadas por fungos,
bactérias e virus, provocando prejuizos expressivos e preceituando os produtores a usarem
defensivos agricolas de forma indiscriminada. Dentre as doencas causadas por diversos tipos
de patdgenos, estdo as perdas pos-colheitas causadas por fungos (SILVA; DURIGAN, 2000),

e dentre estes estd a podridao por lasiodiplodia.



Podridao por lasiodiplodia em maracujazeiro

Organismos fitopatogénicos sdo grandes responsaveis por perdas significativas de
frutas do maracujazeiro na fase pos-colheita, sendo que a incidéncia de doencas fingicas em
maracuja amarelo corresponde a 15,5% (SILVEIRA et al., 2001a). Dentre esses organismos,
o fungo Lasiodiplodia theobromae (Pat.) Griff. & Maubl. é causador da podriddo por
lasiodiplodia ou podridao preta, sendo a doenca de maior expressdo econdémica nessa fase,
pois geralmente atinge a polpa, tornando a fruta imprestavel para o consumo (JUNQUEIRA et
al., 2003).

Pertencente a familia Botryosphaeriaceae, o patdgeno L. theobromae é tipico das
regides tropicais e subtropicais, onde causa Sérios prejuizos a numerosas espécies vegetais
cultivadas (CROUS et al., 2006). Devido a sua ampla distribuicdo é considerado parasita ndo
especializado, chegando a infectar cerca de 500 espécies botanicas. Um mesmo isolado do
fitopatdgeno € capaz de infectar diferentes hospedeiros (PUNITHALINGAM, 1976; TU;
CHENG, 1970).

Lasiodiplodia theobromae apresenta picnidios simples ou compostos, frequentemente
agregados, estromaticos, ostiolados subovdides a elipsdides-oblongos com paredes espessa e
base truncada com parafisis asseptadas em seu interior (COSTA, 2009; RIBEIRO, 2003).
Possui conididforos hialinos, simples, as vezes septados, raramente ramificados e cilindricos.
Os conidios sdo hialinos, ovais e nao septados quando imaturos, ficando marrom-escuros com
um septo transversal, ndo constrito e estriado longitudinalmente, quando atingem a
maturidade (RIBEIRO, 2003). Nas folhas, caules e frutas de plantas infectadas por este fungo,
0s picnidios sdo imersos, tornando-se erumpentes, apresentando 2 a 4 mm de largura,
podendo ocorrer isoladamente ou agrupados. S&o ostiolados e frequentemente pilosos e
podem apresentar extrusdo de conidios com aspecto de uma massa preta. Sob condicGes de
alta umidade, liberam os esporos em forma de cirros, os quais sdo facilmente dispersos por
respingos de &gua de chuva ou de irrigacio (URBEZ-TORRES et al., 2008).

As frutas infectadas inicialmente apresentam manchas arredondadas, marrom claras,
evoluindo para podriddes de coloracdo preta, que gradativamente vdo sendo cobertas por
micélio de coloracdo cinza, onde pode ser observada a formacdo de estroma e picnidios. O
fungo invade o mesocarpo e causa escurecimento, tornando a fruta imprépria até mesmo para
a industria (ALMEIDA et al., 2006; SCHROEDER et al., 1997). Pode infectar ramos, causar



escurecimento dos tecidos da casca e do lenho, o que resulta em murcha e seca da parte acima
da lesdo (FISCHER et al., 2005).

O controle em campo € realizado por meio da utilizacdo de agroquimicos e de praticas
culturais que visem a redugdo da quantidade de inoculo (VIANA et al., 2003). Em pds-
colheita, as medidas de controle séo realizadas principalmente pelo uso de fungicidas. No
entanto, devido a problemas de fitotoxidez, efeitos residuais e o aparecimento de resisténcia

do patogeno ao fungicida, métodos alternativos de controle tém sido estudados.

Condi¢bes ambientais favoraveis a podridao por lasiodiplodia

Holliday (1980) classificou L. theobromae como um patdgeno fraco. No entanto, em
decorréncia das pressdes ambientais houve a evolucdo de sua patogenicidade, levando este a
se tornar importante em diversas culturas, especialmente nas regides semi aridas, onde as
condi¢Bes climaticas lhes sdo favoraveis (TAVARES, 2002). Em geral, as condi¢es
favoraveis para o desenvolvimento de L. theobromae sdo temperaturas que variam de 27 °C a
33 °C e, em alguns casos, podem causar danos em temperaturas de 9 °C a 39 °C
(CARVALHO DIAS et al., 1998).

A distribuicdo geogréfica, a incidéncia e severidade da doenca sdo determinadas pelos
fatores ambientais, sendo em muitos casos especificos para cada patossistema (AGRIOS,
2005). O estudo das condic6es favoraveis aos fitopatdgenos na interacdo patdogeno-hospedeiro
é de importancia fundamental, pois com esse conhecimento é possivel o estabelecimento de
medidas de controle, que visem o desfavorecimento do patégeno em qualquer fase do
estabelecimento da doenca (AGRIQOS, 2005; BORGES NETO et al., 2000).

Diversos autores vém desenvolvendo pesquisas sobre a forma como os fatores
ambientais influenciam no desenvolvimento de doencas fungicas nas mais diversas culturas
(ARAUZ; SUTTON, 1989; LIMA FILHO, 2003; MILA et al., 2005; SILVEIRA et al.,
2001b; SILVA et al., 2001; VALDEBENITO-SANHUEZA et al., 2005). Dentre esses fatores,
a temperatura é a mais frequentemente correlacionada com a epidemiologia da doenga,
seguida pela umidade e luz (AGRIOS, 2005; COLHOUN, 1973). Os fungos causadores de
podriddes pos-colheita crescem geralmente na faixa de 20 © a 25 °C (ADASKAVEG et al.,
2002). Além de aumentar a suscetibilidade a fitopatdgenos, a umidade é fator indispensavel
tanto para a germinacdo da maioria dos esporos fungicos, quanto para a penetracdo do tubo
germinativo no hospedeiro, afetando a incidéncia e a severidade da doenca (AGRIOS, 2005).

A temperatura afeta a germinacdo e o crescimento dos fungos (OLIVEIRA et al.,

2006) e constitui-se no fator ambiental mais importante, ndo sé do ponto de vista comercial,



como também por controlar a senescéncia, uma vez que regula as taxas de todos 0s processos
fisiolégicos associados (CHITARRA; CHITARRA, 2005).

Portanto, é necessario conhecer os efeitos que a umidade e a temperatura exercem no
desenvolvimento de doencas de plantas em diversos hospedeiros. Isto porque a prevencao de
uma epidemia pode ser conseguida quando se tem conhecimento dos efeitos destes fatores,
possibilitando estratégias de controle mais eficientes (MICHAILIDES; MORGAN, 1992).

A atividade enzimatica de fungos em substratos sélidos especificos demonstra maior
ou menos capacidade dos fungos produzirem enzimas. Desta forma, além da patogénese, a
andlise da producdo enzimética de fungos, em meio de cultura solida, é descrita como um
método simples e rapido para constatar variantes genéticas em uma populacdo, pela presenca
ou auséncia de enzimas especificas (BOCCHESE et al., 2003).

A habilidade de um fungo em produzir enzimas varia entre géneros e entre isolados de
uma mesma espécie. O potencial de producao de enzima varia com a distribuicdo geografica
do fungo, bem como idade da planta na qual o microrganismo endofitico habita, precipitacédo
anual, dentre outros fatores (CARROL, 1998).

E de interesse estratégico a analise do perfil e potencial enzimatico de variadas fontes
microbianas, o que torna possivel o desenvolvimento de novos sistemas enzimaticos que ndo
podem ser obtidos de plantas ou animais, tornando possivel o desenvolvimento de tecnologias

através do uso de sistemas enzimaticos (LIMA, 2005).

Controle alternativo

Um desafio constante na cadeia produtiva de frutas é a redugédo de perdas p6s-colheita.
Isto porque as frutas apresentam alto teor de nutrientes e agua, que mantém VAarios processos
bioldgicos em atividade mesmo ap0s a colheita, apresentando assim maior predisposicdo a
distarbios fisiolégicos, danos mecanicos e ocorréncia de podriddes (KADER, 2002).

O controle quimico é um dos mais eficazes no tratamento de doengas pos-colheita.
Entretanto, devido a reducdo na disponibilidade de fungicidas eficientes registrados,
preocupacdes com a saude e o ambiente, problemas de fitotoxidez, efeitos residuais, o baixo
nivel de aceitacdo dos biopesticidas existentes e o desenvolvimento de resisténcia a fungicidas
pelos patdgenos (GADELHA et al., 2003; KUCK; GISI, 2007), ha necessidade de intensificar
a investigacdo e o desenvolvimento de produtos mais eficazes e sustentaveis que visem
solucgdes de controle de doengas fungicas (DELIOPOULUS et al., 2010).

Dentre estas estratégias alternativas propostas estao: controle bioldgico, com o uso de

antagonistas; o controle fisico, com uso da refrigeracdo, tratamento térmico, radiacao,



atmosfera modificada e controlada; e a inducdo de resisténcia, através do uso de elicitores
bidticos e abioticos. Estes métodos alternativos tém merecido atencdo ndo somente por
atenderem a necessidade da reducdo do uso dos fungicidas, mas para atender as exigéncias
dos mercados internacionais, garantindo a competitividade na exportagdo de frutas
(BENATO, 2003).

Diante da iminente necessidade de meétodos alternativos de controle, o uso de
compostos naturais ou biodegradaveis, ndo toxicos, que apresenta efeito fungistatico ou
induzam a resisténcia natural das plantas, tem tomado destaque entre os fitopatologistas
(BAUTISTA-BARNOS et al., 2006).

Desta forma, a procura por novos agentes antimicrobianos oriundos de plantas tem se
intensificado (CUNICO et al., 2003). As plantas medicinais possuem compostos secundarios,
que apesar de serem compostos ndo vitais as mesmas, possuem funcdo de protecdo contra
pragas e doencas e atracdo de polinizadores. Podem ter acdo fungitdxica, ou seja, acdo
microbiana direta, como eliciadora, ativando mecanismos de defesa nas plantas, ou acéo
antimicrobiana indireta (STANGARLIN et al., 1999; BONALDO et al., 2004; BASTOS;
ALBUQUERQUE, 2004).

Como medidas alternativas de manejo de doencas pos-colheita também tém sido
empregados produtos naturais extraidos a partir de plantas com propriedades fungitoxicas e
que se mostraram eficiente no controle de patdgenos, sem causar prejuizos ao homem ou ao
meio ambiente (COUTINHO et al., 1999).

A utilizacdo de extratos vegetais como pré-tratamento para o controle destas doencas
estd baseada na premissa de que estes representam mistura de varias substancias volateis
capazes de elicitar respostas de defesa em plantas ou agir diretamente sobre o patdgeno
(NURNBERGER; BRUNNER, 2002).

Diversas substancias biologicamente ativas estdo presentes nas plantas, e estas
substancias exercem alguma atividade sobre o metabolismo vivo dos organismos. Segundo
Stadnik e Talamini (2004), os produtos vegetais, sob o ponto de vista fitossanitario, podem
atuar através de atividade microbiana direta contra os fitopatdgenos, como indutores de
resisténcia, por conter moléculas bioativas capazes de induzir ou ativar os mecanismos de
defesa da planta e como bioestimulantes do crescimento de plantas.

Extrato vegetal é o produto obtido pela passagem de um solvente, como a dgua ou 0
alcool etilico através da planta moida ou ndo, de modo a retirar os principios ativos nela
contidos. Sdo produzidos de forma caseira a partir de material disponivel e pulverizados na

lavoura. Tem como limitagcbes a falta de controle de qualidade, a baixa estabilidade dos



compostos organicos e 0 ndo monitoramento de possiveis substancias toxicas presentes nas
plantas (STADNIK; TALAMINI, 2004).

Relatos de substancias extraidas de plantas silvestres com agéo antifingica mostram
inimeras vantagens quando comparadas ao emprego de substancias sintéticas cada vez mais
frequente, visto que os fungicidas naturais sdo rapidamente degradaveis. Diversas pesquisas
com a utilizacdo de extratos brutos obtidos de uma grande variedade de espécies botanicas
vém sendo realizadas, mostrando a eficiéncia desses extratos no controle de fitopatdgenos,
vém sendo realizadas, destacando-se alguns com comprovadas propriedades antimicrobianas
que afetam o desenvolvimento fungico tanto in vitro quanto in vivo (WILSON et al., 1997;
MONTES-BELMONT et al., 2000).

Celoto et al. (2008) avaliaram extratos de 24 plantas medicinais e constataram a
eficiéncia do extrato aquoso de meldo-de-sdo-caetano (Momordica charantia L.) no controle
de Colletotrichum gloeosporioides (Penz.) Penz. & Sacc. em mamoeiro (Carica papaya L);
Silva et al. (2009) verificaram que o extrato de manjericdo (Ocimum basilicum L.)
proporcionou menor crescimento micelial, indicando a acdo fungicida e inibitéria deste no
tratamento sobre o fungo Fusarium oxysporum f. sp. tracheiphilum. Felipe e Bach (2004)
observaram o efeito inibitorio do extrato de manjericdo no controle de Bipolaris sorokiniana
em plantas de cevada (Hordeum vulgare L.). Decoctos de gengibre (Zingiber officinalis)
apresentaram potencial de inibicdo sobre Glomerella cingulata e C. gloeosporioides
provenientes de goiabeira (ROZWALKA et al., 2008). Extratos originarios de canela
(Cinnamomum zeylanicum Blume), alecrim-pimenta (Lippia sidoides Cham.) e casca de
maracuja, também tém evidenciado propriedades antifungicas, demonstrando potencial de
controle para patdgenos de plantas (DIAS et al., 2011; SOUZA JUNIOR, et al. 2009;
PEREIRA et al., 2008; LIMA et al., 2011).

Muitas outras espécies de plantas medicinais contém fendis, quinonas, saponinas,
flavonoides e terpendides em quantidades apreciaveis para além de repelir insetos, também
prevenir a ocorréncia de doencgas de plantas (AGRA, 1996).

Além do uso de extratos vegetais, outras formas alternativas aos fungicidas visando o
controle de doengas em pos-colheita é o uso de produtos que ativem a resisténcia induzida. A
resisténcia induzida pode ser ativada em plantas por uma série de substancias que evitam ou
atrasam a entrada e a subseqlente atividade do patdgeno em seus tecidos, através de
mecanismos proprios de defesa do fruto. Isso envolve a ativacdo de mecanismos latentes de
resisténcia através de tratamentos com agentes eliciadores (PASCHOLATI; LEITE, 1994).



Portanto, 0 uso de substdncias que ativem os mecanismos de defesa no fruto é
considerado uma ferramenta promissora para o controle de doencas em pos-colheita (TERRY;
JOYCE, 2004), uma vez que reduz a dependéncia aos agrotoxicos, promove a protecao contra
um amplo numero de patdgenos e possibilita a reducdo das perdas, disponibilizando ao
mercado consumidor frutas e hortalicas de qualidade, sem a contaminagdo de microrganismos
e residuos de agrotdxicos (OLIVEIRA et al., 2004). Os estudos sobre a resisténcia induzida
no controle de doencas pos-colheita se intensificaram a partir de 1990, utilizando-se elicitores
bioldgicos, fisicos e quimicos (FORBES-SMITH, 1999).

O uso de elicitores, seja de origem bio6tica, como os complexos de carboidratos,
lipideos, proteinas, quitosana e Agro-M6és® (DARVILL; ALBERSHEIM, 1984), abiética,
como o acibenzolar-S-metil, acido-p-aminobutirico e metiljasmonato (STICHER et al., 1997),
ou fertilizantes, como sais inorganicos, silicatos e Ecolife® faz com que o fruto se defenda
produzindo uma série de respostas suficientes para barrar a infec¢do do patdégeno (JAMES et
al.,, 1993). A ativacdo destes mecanismos de defesa pode manifestar-se em uma area
localizada ou um sitio de infeccdo que se expressard através de todo o tecido de maneira
sistémica (BAUTISTA-BANOS; BARRERA-NECHA, 2001).

O Agro-Més® (mananoligossacarideo fosforilado), um composto derivado da parede
celular de Saccharomyces cerevisae Hansen tem sido utilizado em mamao no intuito de
controlar C. gloeosporioides (DANTAS et al., 2004; DANTAS; COELHO, 2006). O
Ecolife®, extrato comercializado no Brasil como bioestimulantes e muito utilizado entre os
produtores organicos e ornamentais, vem sendo empregado no controle de fitopatogenos.
Trata-se de um extrato da biomassa citrica que induz a planta a sintetizar suas préprias
fitoalexinas, as quais sdo utilizadas para reduzir os danos causados por bactérias e fungos
(STADNIK; TALAMINI, 2004).

Nos ultimos anos, a relagdo entre quantidade e combinagdes de fertilizantes e a
expressao de resisténcia ou suscetibilidade de plantas a patdgenos tém sido amplamente
investigadas, isto porque se sabe que alguns elementos como fosforo (P) e potassio (K), em
geral, tendem a melhorar a resisténcia de plantas. De acordo com Reuveni e Reuveni (1998) o
P e K podem afetar a reacdo de uma planta a doengas das seguintes maneiras: efeitos diretos
sobre a multiplicacdo, desenvolvimento e sobrevivéncia dos patogenos; efeitos diretos sobre o
metabolismo interno das plantas, afetando a oferta de alimentos para o patégeno; efeitos
sobre o estabelecimento do patdgeno e a sua propagacdo no interior da planta, através da
influéncia dos elementos sobre as respostas de defesa das plantas, ultraestruturas da parede

celular e funcdo dos estdmatos).



Estudos buscando substancias com propriedades antifungicas que ndo tenham origem
em plantas nem em microrganismos tém revelado que a pulverizagdo com sais inorganicos
(cloretos, fosfatos, bicarbonatos ou fosfitos) reduz significativamente doencas fangicas. Sais
inorgénicos possuem propriedades que o0s tornam desejaveis em programas de manejo
integrado de doencas (MID), como baixo custo, nivel de seguranga favoravel aos humanos e
ao ambiente, além de possuir baixa toxicidade (REUVENI; REUVENI, 1995). Diante disto,
varios sais inorganicos tém sido testados mundialmente, no intuito de provar sua eficacia na
supressao de fitopatdgenos em diversas culturas e, na maioria dos casos, os dados publicados
indicam reducdona severidade da doenca (BELANGERetal, 1995; COOK;
KETTLEWELL; PARRY, 1993; KETTLEWELL; COOK; PARRY, 2000; MANN et al.,
2004; MITCHELL; WALTERS, 2004).

Dentre esses sais, o0 fosfito tem mostrado resultados promissores no controle de
fitopatogenos. E um produto obtido pela reagdo do &cido fosforoso com o hidroxido de
potassio, de sédio ou de amodnio, sendo assimilados facilmente pelas células das raizes e
folhas. A elevada porcentagem de fosforo presente nas formulagdes promove a melhoria no
balango nutricional e, consequentemente, o crescimento e desenvolvimento das plantas,
fazendo com que o uso do fosfito se expandisse rapidamente.

Diversos trabalhos tém demonstrado a eficiéncia da aplicacdo de produtos a base de
fosfitos no controle de doencas em plantas e frutos (ARAUJO et al., 2010; BONETI;
KATSURAYAMA, 2002; BRACKMANN et al., 2004; 2005; DIANESE et al., 2008;
GEELEN, 1999; MOREIRA; MAY-DE-MIO, 2009; VALDEBENITO-SANHUEZA, 1991a,
b). Estudos sobre os mecanismos envolvidos na expressdo do efeito antifingico do fosfito
mostram que h& atuacédo direta sobre o fungo, promovendo a inibi¢do da esporulagdo (FENN;
COFFEY, 1985; WILKINSON et al., 2001) ou, indiretamente, através do estimulo da
ativacdo dos mecanismos de defesa das plantas (JACKSON et al., 2000; NEMESTOTHY;
GUEST, 1990; SAINDRENAT et al., 1988). Segundo SAINDRENAT et al. (1988; 1990) a
ativacdo seria ocasionada pelo estimulo a producdo de fitoalexinas desencadeada pela
aplicacao de fosfito.

Levando-se em consideracdo as perdas pds-colheita causadas por L. theobromae em
maracuja amarelo, é imprescindivel o estudo visando aspectos relacionados a influéncia dos
fatores ambientais que condicionam perdas pds-colheita, bem como estratégias alternativas
para 0 manejo integrado de controle da podriddo por lasiodiplodia. Os métodos alternativos de
controle poderdo contribuir para o aumento da producdo, com consequente diminuicdo de

perdas para o produtor, além de promover a diminui¢do no uso de fungicidas, reduzido assim



a quantidade de residuos de agrotoxicos e diminuindo o custo de produgéo. Desta forma, com
este trabalho objetivou-se realizar a caracterizacdo de agressividade e enzimatica de isolados
de L. theobromae; avaliar a concentracéo de indculo, o periodo de molhamento e a influéncia
da temperatura sobre o desenvolvimento da podridao por lasiodiplodia; avaliar a eficiéncia de
extratos vegetais brutos, fosfitos solidos e indutores de resisténcia no controle da doenga em

maracuja amarelo; avaliar alteraces nos fatores fisico-quimicos das frutas tratadas.
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Resumo - Isolados de Lasiodiplodia theobromae foram avaliados quanto a agressividade pds-
colheita em frutas de maracuja e caracterizados pela capacidade enzimatica e aspectos
epidemioldgicos. Com relagdo a epidemiologia, trés isolados foram estudados quanto a:
concentracdo de inéculo (107, 10°, 10% 10°, 10°e 10’ conidios.mL™), periodo de molhamento
(0, 12, 24, 36, 48 h) e temperatura de incubacdo (20, 25, 30, 35 °C). Os resultados indicaram
do total de 144 isolados, 94 patogénicos. Destes, 43 destes foram usados nos testes de
agressividade e de producdo de enzimas em substratos solidos. Foi possivel detectar halos de
degradacdo presentes nos meios sélidos especificos, mostrando a capacidade que os isolados
tem de produzir as enzimas hidroliticas amilase, celulase, lipase e protease. No teste de
agressividade foi observada a formacgéo de quatro grupos. N&o houve correlagao significativa
entre os halos de degradacdo das enzimas com a agressividade dos isolados. Em relagdo aos
aspectos epidemioldgicos pos-colheita, pode-se concluir que as condi¢cBes 6timas para o
estabelecimento da doenca consistiu em concentragdes alta de indculo (10% e 107 conidios.
mL™), temperatura em torno de 30 °C e periodo de molhamento de 48 horas.

Termos para indexagdo: Lasiodiplodia theobromae, Passiflora edulis f. flavicarpa, fatores
ambientais, pos-colheita.

Lasiodiplodia rot on passion fruit: pathogenicity, aggressivenesss, characterization of
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isolates by enzyme analysis and epidemiological
Abstract — Lasiodiplodia theobromae isolates were evaluated for pathogenicity and
aggressiveness on passion fruit and characterized by the enzymatic capability
and epidemiological aspects. Regarding to epidemiology three isolates were studied on:
inoculum concentration (10°, 10° 10, 10°, 10° and 10’ conidiamL™), wetness
(0,12, 24, 36, 48 h) and incubation temperature (20, 25, 30, 35 °C). The results indicated 94
pathogenic from the total of 144 isolates. Among the 94 pathogenic, 43 were used in tests of
aggressiveness and production of enzymes in solid substrates. It was possible to
detect halos of degradation in specific solid media, showing the ability of this fungus to
produce hydrolytic enzymes amylase, cellulase, lipase and protease. The aggressiveness test
resulted in four groups. There was no significant correlation between halos of degradation
of enzymes and the aggressiveness of the isolates. In relation to the epidemiological aspects, it
could be concluded that the best conditions for the establishment of the disease consisted
of high concentrations inoculum (10° and 10’ conidia.mL™), temperature around 30 °C and

wetness period of 48 hours.

Index terms: Lasiodiplodia theobromae, Passiflora edulis f. flavicarpa, environmental

factores, postharvest.

Introducéo
Lasiodiplodia theobromae (Pat.) Griff. & Maubl. (MENEZES; OLIVEIRA, 1993;
LIBERATO, 2002) (Syn. Botryodiplodia theobromae Pat.), é um fungo largamente
distribuido nas regides tropicais e subtropicais, causando sérios prejuizos a mais de 500
espécies cultivadas (PUNITHALINGAM, 1980). Dentre os inimeros hospedeiros podemos
alguns possuem importancia econémica para o pais, tais como, como o cajueiro (Anacardium
occidentale L.), a mangueira (Mangifera indica L.), o coqueiro (Cocos nucifera L.), a

aceroleira (Malpighia emarginata DC.) e 0 maracujazeiro (Passiflora sp.) (TAVARES, 1995;



VIANA et al., 2002; FREIRE et al., 2002; FREIRE et al. 2004).

A capacidade que L. theobromae tem de infectar frutos coloca-o dentre os mais
eficientes patdgenos causadores de problemas pdés-colheita (FREIRE et al., 2004). Em
maracujad amarelo (Passiflora edulis Sims f. flavicarpa Deg.) causa a podriddo por
lasiodiplodia ou podriddo preta. O fungo geralmente atinge a polpa, tornando a fruta
imprestavel para o consumo (JUNQUEIRA et al., 2003). Inicialmente, as frutas apresentam
podriddes de coloracdo preta, que gradativamente vado sendo cobertas por micélio de
coloracéo cinza, onde pode ser observada a formacao de estroma e picnidios. Posteriormente,
o fungo invade o mesocarpo causando escurecimento, tornando a fruta imprépria até mesmo
para a industria (ALMEIDA, 2006). Além das frutas, o fungo pode infectar ramos, causando
escurecimento dos tecidos da casca e do lenho, resultando em murcha e seca na regido acima
da lesdo (FISCHER et al., 2005).

Os fitopatogenos apresentam grande variabilidade, que interfere tanto em sua
fisiologia quando em sua patogenicidade. Desta forma, além da patogénese, a analise da
producdo enzimatica, em meio de cultura sélido, € descrita como um metodo simples e rapido
para constatar variantes genéeticas em uma populacdo fungica, pela presenca ou auséncia de
enzimas especificas (BOCCHESE et al., 2003).

O conhecimento das condicdes favoraveis aos fitopatdgenos na interacdo patdgeno-
hospedeiro é de importancia fundamental para o estabelecimento da doenca (BORGES NETO
et al., 2000), tornando possivel prevenir epidemia através do uso de estratégias mais eficientes
de controle, que visem desfavorecer o patdgeno em quaisquer fases da doenca
(MICHAILIDES; MORGAN, 1992; AGRIOS, 2005).

A influéncia de fatores ambientais no desenvolvimento de doencas fungicas tem sido
objeto de estudos de diversos autores em outras culturas (MICHAILIDES; MORGAN, 1992;

SILVEIRA et al., 2001; LIMA FILHO et al., 2005). Dentre esses fatores, a temperatura € a



mais frequentemente correlacionada com a epidemiologia da doenga, seguida pela umidade e
e pela luz (COLHOUN, 1973). No entanto, os fitopatdgenos diferem em suas preferéncias por
alta ou baixa temperatura, uma vez que esta varidvel pode afetar a germinagdo e o nimero de
esporos formados (AGRIOS, 2005). Os fungos causadores de podriddes pds-colheita
geralmente crescem na faixa de 20 a 25 °C (ADASKAVEG et al., 2002). J& a umidade € um
fator indispensavel para a germinacdo da maioria dos esporos fungicos e para a penetragdo do
tubo germinativo no hospedeiro, aumentando a suscetibilidade a fitopatdgenos afetando,
portanto, a incidéncia e a severidade da doenca (AGRIQOS, 2005).

Levando-se em consideracdo as perdas pos-colheita causadas por L. theobromae em
maracuja, hd a necessidade de estudo de fatores ambientais, 0os quais condicionam estas
perdas, bem como da variabilidade desses microrganismos. Considerando 0s poucos estudos
sobre a epidemiologia desse patossistema e o reduzido nimero de estudos sobre a patologia
pos-colheita de frutas, objetivou-se estudar a caracterizacdo enzimatica de isolados de L.
theobromae, bem como a avaliar a influéncia da concentracdo de inoculo, do periodo de
molhamento e da temperatura sobre o desenvolvimento da podriddo por lasiodiplodia em
maracuja amarelo.

Material e métodos
Obtencéao dos isolados

Foram obtidos 144 isolados de L. theobromae de diferentes hospedeiros pertencentes a
Colegao de Fungos Fitopatogénicos “Maria Menezes” (CMM) e do Laboratério de Patologia
Pds-Colheita (LPPC) da Universidade Federal Rural de Pernambuco. Estes isolados foram
mantidos em tubos de ensaio contendo meio batata-dextrose-agar (BDA), para realizacdo de
ensaios posteriores.

Para todos os experimentos foram utilizados maracujd amarelo no estadio de

maturacdo comercial, provenientes da Companhia de Abastecimento e Armazéns Gerais do



Estado de Pernambuco (CEAGEPE). Os procedimentos de desinfestacdo e inoculagdo das
frutas foram os mesmos em todos os experimentos. Antes da inoculacdo, frutas de maracuja
amarelo, foram lavadas com &gua e sabdo, seguida de lavagem com agua destilada e secagem
em temperatura ambiente.

A inoculagéo para o teste de patogenicidade foi realizada por meio da deposicéo de
discos de BDA com 6 mm de diametro, contendo estruturas de L. theobromae, sobre
ferimento com 3 mm de profundidade obtido através de um furador com cinco pontas. Apés o
aparecimento dos sintomas, foi realizado o reisolamento do patdgeno. Os isolados que foram
patogénicos ao maracuja e apresentaram esporulacao que permitisse a obtencao de suspensdo
de indculo na concentragdo de 10° conidios.ml™ foram utilizados no teste de agressividade.
Caracterizacdo dos isolados de L. theobromae pela agressividade em frutas de
maracujazeiro

Para o experimento de agressividade foram utilizados 43 isolados e a inoculagédo
procedeu-se da seguinte forma: o inoculo do patogeno foi cultivado em placas de Petri com
aciculas de pinheiro depositadas sobre uma camada do meio de cultura BDA, mantidas
durante 20 dias a 25 + 2 °C, sob alternancia luminosa (12 h claro/12 h escuro). Apos este
tempo, picnidios foram retirados da colonia e macerados em 2 mL de agua destilada
utilizando-se para isto, pistilo e almofariz. Posteriormente, 0 macerado foi filtrado em gaze, e
realizada a contagem dos esporos em camara de Neubauer e ajustada a concentragdo para 10°
conidios.mL™. As frutas foram inoculadas pela deposicdo de 15 uL da suspensdo de conidios
sobre o ferimento causado pelo furador j& descrito anteriormente. Apés as inoculag@es, as
frutas foram submetidas a cdmara Umida, constituida de bandejas plasticas forradas com
folhas de papel toalha embebidas em agua destilada e esterilizada (ADE) e envolvidas com
saco plastico pelo periodo de 48 horas. A incubacdo foi realizada em condicdes de laboratério

(25 £ 2°C). A testemunha foi representada por frutas submetida & ferimento como descrito



anteriormente, sendo o indculo substituido por ADE. Trés isolados do grupo mais agressivo
foram utilizados nos ensaios de concentracdo de indculo, periodo de molhamento e
temperatura.

A avaliacdo foi realizada sete dias apds a inoculacdo, medindo-se o diametro das
lesbes em dois sentidos opostos estabelecendo-se as médias comparadas pelo teste de Scott-
Knott ao nivel de 5% de probabilidade, utilizando-se o Programa Sisvar, para selecdo de
isolados de acordo com a agressividade.

Caracterizacdo dos isolados de L. theobromae pela producéo de enzimas hidroliticas

Discos de cultura contendo estruturas de L. theobromae (6 mm de didametro) de cada
um dos 43 isolados, com cinco dias de crescimento, foram retirados dos bordos das col6nias e
transferidos, individualmente, para o centro de placas de Petri, contendo um dos meios
especificos para as atividades amilolitica, celulolitica, lipolitica e proteolitica, conforme
metodologias descritas por Menezes e Assis (2004). Em cada ensaio utilizou-se o
delineamento experimental inteiramente casualizado, com cinco repeti¢des por tratamento. Os
halos de degradacao dos substratos, pela atividade enzimatica, foram medidos com auxilio de
régua milimetrada e expressos em mm. Foi realizada a analise de variancia dos dados e as
médias agrupadas pelo teste de Scott-Knott (P=0,05), bem como a correlacdo destes dados
com os de agressividade, pelo coeficiente de Pearson a 5% de probabilidade.

Influéncia da concentracdo de indculo, periodo de molhamento e temperatura na
severidade da podridéo por L. theobromae em frutas de maracujazeiro

Para este experimento foram utilizados trés isolados do grupo de maior agressividade.
As frutas receberam ferimento como descrito anteriormente, e posteriormente foram
inoculadas com as suspensdes de conidios de cada um dos trés isolados de L. theobromae, nas
concentracdes de 107, 10% 10% 10° 10°e 10" conidios.mL™. Apés a inoculacdo, as frutas

foram mantidas em camara umida por 24 h. A incubacdo foi realizada sob alternancia



luminosa (12h claro/12h escuro) em condic¢Bes de laboratério (25 + 2°C). O delineamento
experimental foi o inteiramente casualizado, em arranjo fatorial 3x6, representado por trés
isolados do patdgeno e seis concentragfes de indculo, com cinco repeti¢des por tratamento.

Os periodos de molhamento testados foram de 0, 12, 24, 36 e 48 h, sendo obtidos
através de bandejas envoltas com sacos plasticos umedecidos com umidade relativa de 80 %.
Os maracujas no estadio de maturacdo comercial foram inoculados como citado anteriormente
na concentracdo de 10° conidios.mL™ e mantidos na temperatura de 25+ 2°C, sob alternancia
luminosa. O delineamento experimental foi o inteiramente casualizado, em arranjo fatorial
3x5, representado trés isolados do patdégeno e cinco periodos de molhamento, com cinco
repeti¢Ges por tratamento.

Para influéncia da temperatura, maracujas inoculados, mantidos em condicdo de
camara Umida por um periodo de 48h, foram aclimatados nas temperaturas de 20, 25, 30 e 35
°C, em incubadora do tipo B.O.D. (Biochemistry Oxigen Demand). Durante todo o periodo
experimental, as bandejas contendo as frutas, foram mantidas nas respectivas temperaturas de
aclimatagdo, sob alternancia luminosa. O delineamento experimental foi o inteiramente
casualizado, em arranjo fatorial 3x4, representado trés isolados do patdgeno e quatro
temperaturas, com cinco repeti¢fes por tratamento.

As avaliacdes foram realizadas sete dias apds as inocula¢des, medindo-se o diametro
das lesbes em sentidos diametralmente opostos com régua milimetrada. Os dados de
severidade obtidos foram submetidos a analise de regressdo, para selecionar os modelos com
os melhores ajustes as curvas de severidade da podriddo por lasidiplodia em funcdo da
concentracdo do indculo, do periodo de molhamento e da temperatura, com base no
coeficiente de determinacdo (R?), com o auxilio do programa Windows 7 Professional for
Office in Excell 2007.

Resultados e discussdo



Obtencéao dos isolados

Do total de 144 isolados, 94 foram patogénicos quando inoculados nas frutas, tendo
causado sintomas caracteristicos da doenca. Dos 94 isolados patogénicos, foram selecionados
43 isolados que apresentaram maior esporulacdo para o teste de agressividade.
Caracterizacdo dos isolados de L. theobromae pela agressividade em frutas de
maracujazeiro

De acordo com o teste de Scott-Knott, os 43 isolados de L. theobromae inoculados nas
frutas mostraram agressividade variada, sendo separados em quatro grupos (Tabela 1), sendo
que os isolados mais agressivos foram 0 CMM-2167, CMM-1094, CMM-1478, CMM-917 e
CMM-916. Isolados de L. theobromae proveniente de mangueiras, também apresentaram
diferengas quanto a agressividade (LINS, 2010). Estudos com L. theobromae tém mostrado
que hd uma grande variacdo em determinadas caracteristicas (BURGUESS et al., 2006),
dentre elas a agressividade, demonstrada em diversas espécies hospedeiras.

Os isolados CMM-916, CMM-2167 e CMM-917 se comportaram como mais
agressivos (Tabela 1), além de apresentar esporulacdo satisfatoria mais rapida, permitindo
assim a obtencdo de suspensdo de conidios nas concentracOes desejadas para a inoculacéo,
sendo entdo selecionados para o estudo de epidemiologia.

Caracterizacdo dos isolados de L. theobromae pela producéo de enzimas hidroliticas

Nos isolados de L. theobromae foram detectados halos de degradacdo nos meios
solidos especificos para as enzimas hidroliticas amilase, celulase, lipase e protease, mostrando
que L. theobromae produz essas enzimas. Em funcdo do didmetro dos halos produzidos os
isolados foram separados em grupos: a degradacdo da enzima amilolitica foi caracterizada
pela presenca de halo translicido com coloracdo amarelada, formando seis grupos. A
degradacdo da enzima celulolitica observada como halo opaco e estreito, resultou em cinco

grupos, com excecdo de 11 isolados que ndo apresentaram degradacdo da celulose. A



degradacdo da enzima lipolitica, com excecédo dos isolados CMM-2170 e CMM-916, onde foi
possivel observar halos na forma de precipitado, gerou seis grupos. A proteolitica apresentou
halo transldcido, resultando em cinco grupos (Tabela 2). Uma ampla faixa de enzimas capazes
de destruir os componentes estruturais dos tecidos das plantas hospedeiras sdo produzida por
L. theobromae (NUNES et al., 2009), o que explica a diferenca na producdo de enzimas por
estes isolados. A maior ou menor capacidade de fungos produzirem enzimas em substratos
solidos com intuito de diferenciar espécies ou caracterizar isolados de uma mesma espécie em
sido demonstrado (MARCHI et al., 2006; LINS, 2010).

N&o houve correlacdo significativa entre os halos de degradacdo das enzimas com a
agressividade dos isolados. Resultado semelhante foi observado por Lins (2010), em estudos
com isolados de L. theobromae obtidos de diversas partes de mangueiras, onde foi constatada
a correlacdo da agressividade apenas com a atividade celulolitica. Almeida e Coelho (2007)
também ndo verificaram correlacdo dessas enzimas com os dados de agressividade no
patossistema Colletotrichum sp. x maracuja amarelo. Nas condi¢Ges dessa pesquisa, nao
houve uma enzima especifica que pudesse ser caracteristica da espécie de L. theobromae em
maracuja amarelo.

Influéncia da concentragcdo de indculo, periodo de molhamento e temperatura na
severidade da podridéo por L. theobromae em frutas de maracujazeiro

Em relacdo a concentracdo de inoculo, maiores tamanhos de lesdo foram observados
com as concentracdo de 10°e 10" conidios.mL ™ para todos os isolados analisados (Figura 1),
no entanto, os sintomas da doenca pode ser observado na menor concentracdo. Desta forma,
estes resultados estdo de acordo com Vale et al. (2004), que afirmaram que o aumento do
nivel de infeccdo geralmente ocorre em consequéncia do aumento na concentracdo de indculo,
observando que € necessaria uma grande quantidade de indculo viavel para que ocorra 0

processo de infec¢do. O aumento da severidade com o aumento da concentracdo de indculo do



patdgeno destaca a importancia de reducdo do indculo para reduzir os riscos de epidemias na
pos-colheita (OLIVEIRA et al., 2006).

Para 0 isolado CMM-916, a menor concentracdo de indculo (10° conidios.mL™)
apresentou um nivel de doenca maior que a concentracdo seguinte (10° conidios.mL™),
enquanto o isolado CMM-917, a concentracdo de 10* conidios.mL™ mostrou um nivel de
doenca menor que na concentracdo de 10° conidios.mL™. Este fato pode estar associado as
variagOes existentes na agressividade pertinente a cada isolado, pois de acordo com Lima
(1996) a agressividade é influenciada por fatores externos, como as diferengas
edafoclimaticas das regies de origem dos isolados, ou ainda por fatores internos, visto que as
caracteristicas genéticas permitem que um isolado dentro da mesma espécie seja diferente de
outro.

Ao analisar as curvas de regressdo obtidas, verificou-se aumento progressivo do
tamanho das lesdes com o aumento do periodo de molhamento (Figura 2A). O
desenvolvimento das lesbes foi verificado a partir do periodo de molhamento de 12 horas,
sendo as maiores lesdes observadas no periodo de 48 horas para os trés isolados. Estes
resultados estdo de acordo com estudos realizados com isolados de C. gloeosporioides sobre o
maracuja amarelo, onde foi verificado o efeito significativo da temperatura ao redor de 30 °C
e periodo de molhamento em torno de 12 a 36 horas no desenvolvimento das les6es (LIMA
FILHO et al., 2005). Pessoa et al. (2007) ao estudar Colletotrichum musae (Berk. & Curtis)
von Arx em banana observaram que as frutas submetidas ao periodo de molhamento de 36
horas associadas as temperaturas ao redor de 25 a 30 °C proporcionaram as maiores lesdes da
doenca.

De acordo com Silveira et al. (2001), o aumento dos niveis da severidade de podriddes
pos-colheita com a elevacdo do periodo de molhamento confirma a importancia da alta

umidade no progresso de podriddes, sugerindo que a pulverizacdo das frutas com &gua,



constitui uma préatica que pode aumentar o periodo de molhamento, e consequentemente 0s
niveis de podriddes. Corroborando, Agrios (2005) relatou que para a germinagdo da maioria
dos esporos flngicos e a penetracdo do tubo germinativo no hospedeiro é indispensavel a
presenca da umidade, pois este fator aumenta a suscetibilidade a certos patdgenos, afetando a
incidéncia e a severidade da doenca.

A temperatura influenciou significativamente a incidéncia da podriddo por
lasiodiplodia. Resultados apresentados na figura 2 indicam que L. theobromae é capaz de
causar podriddo com temperatura ao redor de 25-35 °C. O incremento da temperatura de 20
para 35 °C proporcionou o aumento na severidade da doenca. De modo geral, frutas incubadas
a 30 e 35 °C promoveram maior desenvolvimento da doenca em maracuja (Figura 2B). Pessoa
et al. (2007) relataram que as temperaturas entre 20 a 30 °C além de promover o maior
desenvolvimento da antracnose em banana, também foram responsaveis pelas maiores lesGes
sobre a superficie da fruta.

Nos isolados CMM-916 e CMM-2167 pode ser verificado o decréscimo no tamanho
das lesbes com o aumento da temperatura de 30 para 35°C (Figura 2B). Pode ser observado
que a temperatura de 20 °C foi desfavoravel ao desenvolvimento do patdgeno, ndo havendo o
aparecimento de sintomas. A temperatura em torno de 20 °C mostrou ser a mais adequada
para 0 armazenamento por desfavorecer o desenvolvimento de L. theobromae e conservar a
integridade fisica desejavel das frutas de maracujazeiro, permitindo assim melhor
conservacdo. De acordo com Sommer (1982), 0 manejo da temperatura é um fator tdo critico
no controle de doencas pos-colheita, que os demais métodos de controle sdo denominados, em
alguns casos, de suplementares a refrigeracdo. A temperatura de armazenamento €, portanto, o
fator ambiental mais importante, ndo s6 do ponto de vista comercial, como também por
controlar a senescéncia, uma vez que regula as taxas de todos os processos fisiologicos

associados (CHITARRA; CHITARRA, 2005).



Conclusoes

Os resultados obtidos no presente trabalho permitem concluir que as condigdes 6timas
para o0 estabelecimento da doenga em pds-colheita consistem em concentra¢Ges de indculo
alta (10° e 107 conidios,mL™), temperatura em torno de 30 °C e um periodo de molhamento
de 48 horas. A temperatura em torno de 20 °C inibe o desenvolvimento do fitopatdgeno
mantendo a integridade fisica dos frutos. Este resultado permite delimitar a época e condi¢des
favoraveis a ocorréncia da doenga.
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lesdo, regido de origem e hospedeiro

Tabela 1. Agressividade de isolados de Lasiodiplodia theobromae, expressa pelo diametro de

Isolado Diametro da lesdo* (mm) Regido de origem Hospedeiro
CMM-2167 74,40 a Parnamirim/RN Mamao
CMM-1094 70,40 a Séo Vicente Férrer/PE Graviola
CMM-1478 69,40 a Petrolina/PE Manga
CMM-917 63,60 a Agua Preta/PE Graviola
CMM-916 61,60 a - Embad
CMM-1498 52,50 b Petrolina/PE Manga
CMM-927 50,80 b Goiana/PE graviola

LPPC-11 4420b Petrolina/PE Manga
CMM-1502 43,20 b Petrolina/PE Manga
LPPC-10 43,20 b - Manga
LPPC-9 42,30 b - Goiaba
LPPC-8 42.00b - Manga
CMM-717 41,60b Barreiros/PE Graviola

LPPC-7 41,30 b Petrolina/PE Manga
CMM-1097 40,85 b S&o Vicente Férrer/PE Graviola
CMM-1495 40,40 b Petrolina/PE Manga
CMM-1486 40,20 b Petrolina/PE Manga
CMM-1168 37400 - Mamao
CMM-2173 37,40 b Parnamirim/RN Mamao
CMM-1169 35,60b - Manga
CMM-1476 35,00b Petrolina/PE Manga
CMM-1482 34,70 b Juazeiro/BA Manga
CMM-1511 34,20 b Petrolina/PE Manga

LPPC-6 30,80 ¢c Petrolina/PE Manga

LPPC-5 30,50 ¢ Recife/PE Uva
CMM-2175 30,20 ¢ Parnamirim/RN Mamao
CMM-1510 28,00 c Petrolina/PE Manga
CMM-1503 25,20 ¢ Petrolina/PE Manga

CMM-918 23,90 c Recife/PE Cajarana
CMM-1492 23,00 c Petrolina/PE Manga
CMM-1494 22,80 c Petrolina/PE Manga
CMM-2185 22,10 ¢ Goiana/PE Mamao
CMM-1505 20,80 ¢ Petrolina/PE Manga

LPPC-4 17,40 c Petrolina/PE Manga

LPPC-3 10,80d Petrolina/PE Manga

LPPC-2 10,20d Petrolina/PE Manga
CMM-1090 6,30 d Santo Sé/BA Uva
CMM-1171 6,01d - Maracuja
CMM-1093 5,00d Séo Vicente Férrer/PE Graviola

LPPC-1 5,00 d Recife/PE Jambo
CMM-1095 5,00d Sdo Vicente Férrer/PE Graviola
CMM-1483 5,00 d Petrolina/PE Manga
CMM-2170 5,00d Pernamirim/RN Mamao

CV (%) 33,06

*Meédias de cinco repeti¢bes; Médias seguidas de mesma letra ndo diferem pelo teste de Scott-

Knott (P=0,05).



Tabela 2. Atividade enzimatica de isolados de Lasiodiplodia theobromae por difusdo em

substratos sélidos especificos

Atividade
Amilolitica Celulolitica Lipolitica Proteolitica
Isolado Halo* Isolado Halo* Isolado Halo* Isolado Halo*
(mm) (mm) (mm) (mm)
CMM-1483 140a CMM-1511 46a CMM-1169 56a CMM-1486 51a
CMM-1492 140a CMM-1093 46a CMM-2185 50 b CMM-2167 50a
LPPC-10 13,2a LPPC-7 3,4b LPPC-3 50b LPPC-8 50a
LPPC-11 120b CMM-1095 3,2b LPPC-8 42c CMM-1095 48a
CMM-1094 120b CMM-1492 3,2b CMM-1511 40c LPPC-5 46D
LPPC-4 11,8b CMM-1090 3,2b LPPC-9 40c CMM-1483 45b
LPPC-5 11,4b LPPC-4 3,0b CMM-1503 3,8¢c CMM-1505 4,4b
LPPC-8 11,4b CMM-1094 3,0b CMM-1482 3,4d CMM-717 43b
CMM-917 10,4 ¢ CMM-1483 2,8¢c CMM-1093 3,4d CMM-1494 42Db
CMM-1511 104 ¢ LPPC-11 26c CMM-1478 3,0d CMM-1090 41b
CMM-1486 10,4c CMM-917 2,6c LPPC-2 2,6e CMM-2185 40b
CMM-1478 10,0c CMM-1494 26c CMM-1171 2,6e CMM-1502 3,8¢
CMM-1095 10,0c CMM-1169 2,6 c CMM-1492 2,6e LPPC-9 36¢
CMM-2170 9,6c LPPC-10 26c CMM-1510 2,4e CMM-917 3,6¢C
CMM-2185 9,4c CMM-2173 26c CMM-1090 22f CMM-1511 34c
CMM-1510 9,2¢ CMM-1097 26c CMM-717 2,0f LPPC-6 32¢c
CMM-1090 9,0c CMM-1486 2,4c CMM-1494 2,0f CMM-1169 32¢c
CMM-1169 8,6d CMM-2167 24c CMM-1476 20f CMM-1093 3,2¢C
CMM-1097 7,8d CMM-1495 2,4c CMM-2167 2,0f CMM-1482 32¢c
LPPC-9 7,6d CMM-918 2,0c CMM-1498 2,0f LPPC-11 3.2¢
CMM-927 74d CMM-1171 1,6d LPPC-1 1,8f CMM-1495 3,2¢
LPPC-6 6,2e CMM-2185 1,6d CMM-1486 1,8f CMM-1510 3,2¢C
LPPC-3 6,2e CMM-2170 1,6d LPPC-4 1,8f CMM-1097 3,0c
CMM-2175 6,0e CMM-2175 16d CMM-1502 1,4g CMM-918 3,0c
CMM-916 6,0e CMM-1510 1,4d CMM-917 1,29 LPPC-2 29c
CMM-1093 6,0e CMM-1168 1,4d CMM-1505 1,0g CMM-1498 2,8d
CMM-2167 6,0e LPPC-2 1,2e CMM-2175 1,0g LPPC-10 2,6d
LPPC-7 5,2e LPPC-1 1,2e CMM-1483 1,0g LPPC-4 2,4d
LPPC-2 48¢e LPPC-6 1,0e CMM-1495 1,0g CMM-2170 2,4d
CMM-918 4,4e CMM-1503 1,0e CMM-1095 1,0g CMM-1094 2,4d
CMM-717 3,2f CMM-1498 1,0e CMM-2173 1,0g CMM-1476 2,4d
CMM-1494 3,2f CMM-1502 0,8e CMM-927 1,0g CMM-916 2,2d
CMM-1503 3,2f LPPC-3 0,0f LPPC-11 1,09 LPPC-3 2,2d
CMM-1498 3,0f LPPC-8 0,0f CMM-1097 1,0g CMM-927 2,2d
CMM-1505 3,0f CMM-1478 0,0f LPPC-7 1,0g CMM-2173 2,2d
CMM-1502 2,8f CMM-916 0,0f LPPC-6 1,0g LPPC-7 2,0d
CMM-1171 2,6f CMM-1505 0,0f LPPC-5 1,0g CMM-1168 12e
CMM-1476 2,6f CMM-1476 0,0f LPPC-10 1,0g LPPC-1 1l1e
CMM-2173 2,4f CMM-717 0,0f CMM-1094 1,0g CMM-1478 10e
CMM-1168 2,0f CMM-927 0,0f CMM-918 0,8g CMM-1171 10e
CMM-1495 2,0f LPPC-5 0,0f CMM-1168 0,6g CMM-1492 10e
CMM-1482 1,8f CMM-1482 0,0f CMM-2170 0,0h CMM-2175 10e
LPPC-1 18f LPPC-9 0,0f CMM-916 0,0h CMM-1503 10e
CV (%) 25,25 26,80 21,66 18,07

*Meédias seguidas pela mesma letra na vertical nao diferem entre si pelo teste de Scott-Knott (5%)
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theobromae, na severidade da podriddo por lasiodiplodia em maracuja amarelo, aos 10 dias

apos inoculacao.
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Resumo - Lasiodiplodia theobromae infecta diversos frutos. Em maracuja amarelo é
responsavel pela podriddo por lasiodiplodia, considerada uma doenca importante na pos-
colheita. Nesta pesquisa verificou-se o efeito de produtos alternativos em maracuja amarelo
inoculados com L. theobromae e avaliaram-se possiveis alteracbes fisico-quimica na fruta.
Maracujas foram tratados com extratos de melao-de-cao-caetano(MSC), de gengibre (GEN),
de manjericdo (MAN), de canela (CAN), de casca de maracuja amarelo (CMA), fosfito de

potassio (FK), fosfito de calcio (FCa), Agro-Mos (AGM) e Ecolife® (ECO), em cinco

concentracfes. Apds trés horas foi realizada inoculagcdo com suspensédo de 106 conidios.mL™.
Todos os extratos testados demonstraram propriedades fungitdxicas, sendo os melhores
resultados obtidos com FK, ECO e MSC. As melhores doses foram utilizadas em um segundo
experimento, onde estas foram misturadas entre si. Os melhores tratamentos foram FCa
(5mL) + CMA (80%), FCa (5mL) + MSC (60%) e AGM (300ul) + MAN (80%). Os
tratamentos ndo causaram alteracdo no pH, entretanto foi possivel verificar alteracdes nos
teores de SST e ATT quando comparados com a testemunha. Diante do estudo, conclui-se que
0s produtos testados podem ser indicados como uma alternativa de controle da podridao por
lasiodiplodia mais segura ao homem e menos agressivas ao ambiente.

Termos para indexacdo: Lasiodiplodia theobromae, Passiflora edulis f. flavicarpa, pos-
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colheita, controle alternativo, fosfitos.
Plant extracts, induction of resistance and foliar fertilizers on lasiodiplodia rot in the
yellow passion fruit
Abstract - Lasiodiplodia theobromae infect various fruits. In yellow passion fruit it is
responsible for lasiodiplodia rot, considered an important disease in postharvest. In this study
we evaluated the effect of alternative products in yellow passion fruit inoculated with L.
theobromae and evaluated possible changes in physical-chemical fruit. Passion fruit were
treated with extracts of melon mentrasto (MSC), ginger (GEN), basil (MAN), cinnamon
(CAN), yellow passion fruit peel (CMA), potassium phosphite (FK) , calcium phosphite
(FCA), Agro-Mos (AGM) and Ecolife ® (ECO) in five concentrations. Three hours after the
treatments with the alternative products, the fruits were inoculated with a suspension of 10°
conidiamL™. All tested extracts showed fungitoxic properties, and the best results obtained
with FK, ECO and MSC. The best doses were used in a second experiment, and mixed
together. The best treatments were FCA (5 mL) + CMA (80%), FCA (5 mL) + MSC (60%)
and AGM (300ul) + MAN (80%). The treatments caused no change in pH, however we
observed changes in levels of SST and ATT compared with the control. So, this study, we
conclude that the tested products can be suggested as a safer alternative to control L.
theobromae in passion fruits.
Index terms: Lasiodiplodia theobromae, Passiflora edulis f. flavicarpa, postharvest,
alternative control, phosphites.
Introducéo

No Brasil existem por volta de 111 a 150 espécies de maracuja (Passiflora spp.),
sendo que o maracuja amarelo, responde por 95% da area cultivada comercialmente (SILVA,
2004). Esta cultura esta em plena expansdo no pais, com um crescimento medio de area

plantada ao redor de 5% ao ano, colocando o Brasil como maior produtor mundial (SOUZA et



al., 2002), com a produgéo de 713.515 toneladas em 50.795 hectares colhidos no ano de 2009,
sendo o Nordeste responsavel por 73,41% da producao brasileira (IBGE, 2011).

A répida expansdo da cultura ndo tem sido acompanhada por cuidados que evitem a
disseminacdo de doencas, o que pode ser observado tanto pelo aumento como pelo
agravamento destas doengas, chegando a inviabilizar o cultivo em determinadas regides
(SANTOS FILHO; JUNQUEIRA, 2003; SANTOS FILHO et al., 2004). Dentre o grande
numero de doencas que afeta a cultura do maracujazeiro estdo as perdas pds-colheita causadas
por fungos (SILVA; DURIGAN, 2000).

A podridao por lasiodiplodia causada por Lasiodiplodia theobromae (Pat.) Griff. &
Maubl., possui grande expressdo econdmica na fase pos-colheita, pois torna a fruta
imprestavel para o consumo, devido ao fato do patdgeno atingir a polpa (JUNQUEIRA et al.,
2003).

O surgimento de doencas em plantas ocorre em consequéncia do desequilibrio
ecologico, causado pela crescente modernizacdo da agricultura, que apesar de propiciar uma
alta produtividade e rentabilidade, faz com que industria agroquimica especializada na
protecdo de plantas se desenvolva cada vez mais. Sem duvida, o uso de agrotdxicos em curto
prazo tem comprovada eficacia, no entanto, em longo prazo, ocorre o surgimento de isolados
de fitopatdgenos resistentes, além do perigo de intoxicacdo para 0 homem e para 0 meio
ambiente (SCHWAN-ESTRADA; STANGARLIN; CRUZ, 2000; CELOTO et al., 2008).

Atualmente, a preocupacdo crescente com risco ao ambiente, tem despertado nos
consumidores uma conscientizacdo ecologica que exige alimentos mais saudaveis,
estimulando, consequentemente, a busca por medidas alternativas de manejo de doencas de
plantas. Dentre estas alternativas o uso de extrato vegetal, aliado a indores de resisténcia tem
se mostrado uma promissora forma de controle alternativo (SCHWAN-ESTRADA,;

STANGARLIN; CRUZ, 2000). Diversos extratos brutos, indutores de resisténcia e fosfitos ja



foram testados, mostrando sua atuagcdo sobre fungos fitopatogénicos em varios trabalhos
(BALBI-PENA et al., 2006; BLUM et al., 2007; CELOTO et al., 2008; ROZWALKA et AL.,
2008; SILVA et al., 2009). Entretanto, trabalhos relatando o efeito destes produtos no
controle de doengas causadas por espécies de Lasiodiplodia s&o escassos na literatura.

Acompanhando essa tendéncia agricola mundial direcionada a uma agricultura
ecoldgica e natural, objetivou-se o controle da podriddo por lasiodiplodia em maracuja
amarelo na fase pds-colheita através da imersdao das frutas em extratos vegetais, solucdo de
fosfitos e indutores de resisténcia, bem como avaliar possiveis variagdes dos fatores fisico-
quimicos nas frutas tratadas.

Material e métodos

A conducdo do experimento foi realizada no Laboratdrio de Patologia Pds-colheita da
Universidade Federal Rural de Pernambuco. As frutas foram provenientes da Companhia de
Abastecimento e Armazéns Gerais do Estado de Pernambuco (CEAGEPE).

Foram testados cinco extratos vegetais: extrato de meldo-de-cdo-caetano(Momordica
charantia L.) (MSC), de gengibre (Zingiber officinale Rox.) (GEN), de manjericdo (Ocimum
basilicum L.) (MAN), de canela (Cinnamomum zeylanicum Blume) (CAN), de casca de
maracuja amarelo (CMA), e quatro produtos: fosfito de potassio (FK), fosfito de calcio (FCa),
Agro-Moés (AGM) e Ecolife® (extrato citrico) (ECO), em cinco concentragdes.

Preparacao dos extratos vegetais

Os extratos vegetais de meldo-de-cdo-caetanoe manjericdo foram preparados a partir
das folhas, as quais foram lavadas e distribuidas em bandejas onde foram mantidas a
temperatura de 30 + 2 °C e 55 % de umidade relativa do ar para a reducdo do teor de umidade.
Apos secagem, as folhas foram mergulhadas em agua destilada na proporcdo de 200 g de
folhas trituradas para 1000 mL de agua, pelo periodo de 48h. Os extratos foram entdo

filtrados em camada de gaze dupla. O extrato de canela foi preparado como citado acima,
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utilizando caule seco. Para obtencao de extrato de gengibre, 200 g de raiz foram triturados em
liquidificador em 1000 mL de agua destilada. Posteriormente, filtrado em camada dupla de
gaze.

Para o extrato aquoso de casca do maracuja amarelo, as frutas foram previamente
selecionadas, lavadas e despolpadas. Em seguida, 200 g de casca fresca foram picadas e
ressuspensas em 1000 mL &gua destilada. O extrato foi aquecido a 100°C por duas horas e
apos resfriamento, filtrado (PEREIRA et al., 2008).

Preparo do indculo

O in6culo do fitopatdgeno foi cultivado em placas de Petri com aciculas de pinheiro
depositadas sobre uma camada do meio de cultura BDA, mantidas durante 20 dias a 25 + 2
°C, sob o regime de alternancia luminosa (12 h claro/12 h escuro). Apds este periodo,
picnidios foram retirados da coldnia e macerados em 2 mL de &gua destilada utilizando-se
para isto, pistilo e almofariz. Posteriormente, o0 macerado foi filtrado em gaze, e realizada a
contagem dos esporos em cdmara de Neubauer, ajustada a concentracdo para 10°
conidios.mL™,

Aplicacéo dos extratos vegetais e produtos sobre o0 maracuja amarelo

As frutas de maracujas amarelos foram lavadas com agua e sabdo, seguindo-se de
lavagem com agua destilada e secagem em temperatura ambiente. Apos secagem, as frutas
foram imersas por 10 minutos em solugdo dos produtos nas concentracdes de: 50, 100, 150,
200 e 300 uL.L™ para Ecolife ® e Agro-Més; 1, 2, 3, 4 e 5 ml.L™ para fosfito de potassio e
fosfito de calcio; e 20, 40, 60, 80 e 100% para 0s extratos vegetais. A inoculacdo do L.
theobromae foi realizada trés horas apds o tratamento das frutas, pela deposicéo de 15 uL da
suspensdo de conidios, na concentracdo para 10° conidios.mL™, sobre ferimento de 3 mm de
profundidade causado por furador de cinco pontas. Apds as inoculagdes, as frutas foram

submetidas a cdmara Umida, constituida de bandejas plasticas forradas com folhas de papel



toalha embebidas em &gua destilada e esterilizada (ADE) e umidade relativa de 80%. O
conjunto foi envolto com um saco pléstico por 48 horas e armazenados em condi¢bes de
laboratério (25 + 2°C). A testemunha foi representada por frutas feridas e apenas inoculadas
com o patogeno. O delineamento estatistico utilizado foi inteiramente casualizado, com cinco
repeticdes, sendo cada repeticdo constituida de uma fruta de maracuja amarelo. A avaliagdo
da severidade foi realizada 10 dias ap6s a inoculacdo, pela média do didmetro da lesdo em
dois sentidos opostos. Os dados foram submetidos a anélise de variancia e regressao para
verificar a melhor concentracéo.

As dosagens que promoveram maior reducéo da severidade foram combinadas entre si
para verificar a eficacia dos produtos, quando utilizados em mistura. Desta forma foram
testadas 25 combinagdes das melhores doses de cada produto (tabela 2). O tratamento foi
realizado conforme citado anteriormente.

Andlise das caracteristicas fisico-quimicas

Os fatores fisico-quimicos foram avaliados nas frutas submetidas aos tratamentos mais
eficientes e dos tratamentos em mistura. As varidveis analisadas foram o teor de solidos
sollveis totais (SST), acidez total titulavel (ATT) e potencial hidrogenidnico (pH). Para
anélise de ATT, foi utilizada a técnica descrita na Association of Official Analitical Chemists
- A.0.A.C. (1990). Apds as avaliacOes, foi extraida a polpa do maracuja, pesada 3 g e diluida
em 50 mL de agua. Para titulagdo foi utilizado 10 mL do suco (LIMA FILHO, 2008). Os
resultados obtidos foram registrados em porcentagem de acido citrico. A afericdo do pH foi
realizado em potenciémetro marca Quimis Q400A devidamente calibrado e o teor de sélidos
solliveis totais realizado por meio da leitura em um refratdmetro da marca ATAGO® master T
graduado de zero a 32 °Brix.

O delineamento estatistico utilizado foi inteiramente casualizado, com cinco repeticdes

sendo cada repeticdo constituida de uma fruta de maracujd amarelo. Os dados foram



submetidos a analise de variancia, analise de regressdo e testes de comparagdo de médias pelo
teste de Tukey e de Scott-Knott a 5% de probabilidade.
Resultados e discussdo

Aplicacéo dos extratos vegetais e produtos sobre o0 maracuja amarelo

Em todos os ensaios realizados, os extratos vegetais e produtos testados reduziram a
severidade da podridao por lasiodiplodia em maracuja amarelo. Nos tratamentos com ECO e
CMA, a reducdo na severidade da doenca foi proporcional ao aumento das concentragdes. Os
tratamentos com GEN, FK, FCa, ECO e AGM, apresentaram maior reducdo da severidade da
doenca na maior concentracéo testada. Para os tratamentos com MSC, MAN, CAN e CMA as
concentracfes de 60% a 80% proporcionaram maior reducdo na severidade da podriddo por
lasiodiplodia (figura 1).

Estudo com o patossistema Colletotrichum gloeosporioides e goiaba (Psidium guajava
L.) mostrou que o0 extrato aquoso de gengibre apresentou potencial de controle de Glomerella
cingulata e C. gloeosporioides, enquanto que o extrato de manjericao foi efetivo apenas em
C. gloeosporiodes (ROZWALKA et al., 2008). O efeito inibitorio do gengibre sobre C.
gloeosporioides foi constatado também por Celoto et al. (2008), mostrando que o extrato
hidroetanolico de gengibre propiciou inibi¢do superior a 90% na germinacao de esporos deste
fungo.

Estudos sobre a acdo do extrato aquoso de plantas no controle de patdgenos associados
a grao de milho (Zea mays L.), demonstrou que o extrato aquoso de canela na concentracao de
20% foi efetivo no controle de Aspergillus, Penicillium e Rhizopus que estavam presente no
grdo (CRUZ et al., 2009). Segundo Jham et al. (2005), o principal composto com atividade
antifingica presente na canela é o cinamaldeido e os outros compostos parecem ter efeito

aditivo ou sinérgico na atividade fungitoxica total.



Apesar de todos os produtos testados terem inibido o patdgeno, o extrato de MSC, o
FK e 0 ECO foram os que proporcionaram menor tamanho de lesdo, chegando a zero nas
maiores doses para o FK e ECO, sendo considerados os mais eficientes no controle da
doenca. O efeito inibitério desses compostos foi observado em outros patossistemas.
Estudando o efeito de extratos de plantas sobre L. theobromae, Celoto et al. (2005),
constataram que o extrato de mel&o-de-c@o-caetano propiciou menor percentagem de lesdo em
bananas (Musa spp.) inoculadas com C. musae. Resultados satisfatorios foram demonstrados
por Lins et al. (2012), quando foi constatado reducdo da severidade da podriddo peduncular
em manga (Mangifera indica L.) em frutas submetidas ao tratamento com extrato aquoso de
meldo-de-cdo-caetano.

Para o extrato de MAN e CMA, as concentragdes de 20% e 40% n&o mostraram bons
niveis de controle. No entanto, concentracfes de 60% e 80%, apresentaram bons niveis de
controle. Silva et al. (2009) em estudo da fusariose do feijdo-caupi (Vigna unguiculata (L.)
Walp.), verificaram que o extrato de manjericdo proporcionou 0 menor crescimento micelial,
indicando a acdo fungicida e inibitdria deste extrato sobre Fusarium oxysporum f. sp.
tracheiphilum. O mesmo foi observado por Felipe e Bach (2004) no controle de Bipolaris
sorokiniana em plantas de cevada (Hordeum vulgare L.).

O FCa aplicado na concentracdo de 5 mL.L™ apresentou bom nivel de controle, no
entanto as concentracdes de 1, 2 e 3 mL.L™ ndo foram efetivas, enquanto que o fosfito de
potassio foi efetivo em todas as dosagens testadas. Resultado similar foi obtido por Moreira e
May-de-Mio (2006), ao estudar a podridao parda do pessegueiro, onde verificaram que o FK
mostrou-se mais efetivo que o de FCa no controle dessa doenga. Estudos com tratamento
pos-colheita do mofo azul (Penicillium expansum) em macds (Malus domestica Borkh)
utilizando fosfitos mostraram que o FK e o FCa+B mostraram-se eficiente na reducdo da

incidéncia da doenca (BLUM et al., 2007).



Quando testados em combinacéo, os resultados mostraram que a menor severidade foi
obtida em FCa (5mL)+CMA (60%), FCa (5mL)+MSC (60%) e AGM (300u)+MAN (80%).
O AGM inibiu o desenvolvimento da doenga somente quando misturado ao MAN e GEN
(Figura 2).

O tratamento envolvendo ECO quando em combinacdo com FK e FCa ndo foram
efetivos no controle da podriddo por lasiodiplodia. Entretanto, quando em mistura com 0s
extratos vegetais houve uma reducéo da severidade da doenca, exceto para o extrato de CMA
(60%). O mesmo ocorreu com o FCa que foi efetivo no controle da doenga quando em
mistura com todos os extratos vegetais, e quando misturado com o FK e os indutores AGM e
ECO, néo controlou satisfatoriamente a doenca em comparagdo com a testemunha (Figura 2).

O FK reduziu a severidade da doenca quando misturado com os extratos de GEN,
MAN, CAN e CMA. Nao foi verificada reducdo na severidade quando o FK encontrava-se
misturado com o extrato vegetal de MSC, com o FCa, AGM e ECO (Figura 2).

Dutra (2008) verificou que o FK e o FCa em associacdo com CaCl, foi eficaz na
reducdo do didmetro das lesbes causadas por C. gloeosporioides em maracujazeiro. A
aplicacdo de fosfito de potassio associado com CaCl, resultou em uma diminuigdo do
didmetro de lesdo em relacdo a testemunha e elevado efeito sobre a reducdo do
desenvolvimento de podriddes pds-colheita em magas ‘Fuji’ (BRACKMANN et al. 2004).

Pode-se verificar que o0s extratos vegetais promoveram inibicdo no tamanho da lesdo
em relacdo a testemunha quando utilizados em combinagdo com o FK, FCa, ECO. O AGM s0
mostrou-se eficiente quando combinado com gengibre e manjericdo (Figura 2). Silva et al.
(2009) ao utilizarem extratos vegetais combinados entre si e com o fungicida mancozeb
constataram que estes ndo proporcionaram efeito inibitorio sobre a fusariose do feijao caupi.

Analise das caracteristicas fisico-quimicas



Andlises fisico-quimicas das concentracBes dos extratos vegetais e produtos que
apresentaram maior eficiéncia na inibicdo da podridéo por lasiodiplodia mostraram que ndo
houve diferenca significativa nas frutas submetidas aos tratamentos nas analises de SST e pH.
No entanto, os valores de ATT apresentaram reducdo significativa nas frutas submetidas aos
tratamentos com FK (Tabela 1). Resultado este que estd de acordo com Lima Filho (2008),
que verificou que maracujas amarelos tratados com indutores apresentaram reducdo da ATT
em relacdo a testemunha, enquanto que os teores de pH e SST ndo apresentaram diferenca
significativa. De acordo com Chitarra e Chitarra (2005), a acidez total titulavel representa
umas das melhores formas de avaliacdo do grau de dogura da fruta, sendo, portanto a variavel
importante na caracterizagdo do sabor.

Nas frutas tratadas com combinagdes de indutores de resisténcia, fosfitos e extratos
vegetais, ndo foi observado efeito significativo dos diferentes tratamentos sobre o pH, com
teores variando de 3,12 a 3,65. No entanto, diferencas foram verificadas nos teores de SST e
ATT (Tabela 2).

Em relacdo aos fosfitos aplicados em combinag¢do com os outros tratamentos pode-se
observar que o FCa (5ml) quando aplicado em combinagdo com o0s extratos vegetais
proporcionou aumento no teor de SST em relacdo a testemunha. Esse aumento nao foi
observado quando combinados com indutores e FK (5ml). Os tratamentos com FK (5ml)
diferiu da testemunha quando combinados com MSC (60%), GEN (100%) e CAN (80%). Ja
em relagcdo as combinagfes dos tratamentos extratos vegetais e fosfitos com os indutores de
resisténcia pode-se verificar que o ecolife® (300ul) diferiu da testemunha apenas quando
combinado ao MSC (60%) e CAN (80%). Enquanto que o agro-Mos® diferiu da testemunha

MSC (60%), MAN (80%) e CAN (80%).



Segundo Gamarra Rojas e Medina (1996), diferencas nos teores de SST em maracuja-
amarelo podem ocorrer em consequéncia da variabilidade entre frutas de diferentes plantas de
maracujazeiro em um mesmo pomar, inerente a forma flavicarpa.

O efeito inibitério que os produtos testados promoveram sobre a severidade de L.
theobromae indica potencial de controle da podriddo por lasiodiplodia em maracuja amarelo,
podendo estes serem indicados como alternativa menos agressiva ao ambiente e mais segura
ao homem. Os resultados positivos obtidos com os produtos testados servem como incentivo
para a continuidade de pesquisas que busquem solugdes para as dificuldades relacionadas a
obtencdo de produtos que substituam os quimicos, bem como a adequacdo de metodologias
que possam ser absorvidas pelo agricultor.

Conclusoes

Os resultados obtidos no presente trabalho permitem concluir que, de modo geral, 0s
extratos vegetais, os fosfitos e os indutores de resisténcia foram eficientes no controle da
podriddo por lasiodiplodia quando aplicados individualmente, sendo os mais eficientes o
MSC, FK e ECO. Quando testados em combinacdo o FCa (5mL)+CMA (80%), FCa
(5mL)+MSC (60%) e AGM (300ul)+MAN (80%) foram os mais efetivos na reducdo da
doenca sobre as frutas. Em relacéo as alteragdes fisico-quimicas conclui-se que os tratamentos
ndo causaram alteracdo nos teores pH, porém, pode alterar os teores de SST e ATT,
principalmente quando os produtos naturais, os fosfitos e os indutores de resisténcia forem
combinados.
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Figura 1. Efeito de extratos vegetais, fosfitos e indutores de resisténcia sobre a severidade da

podriddo por lasiodiplodia em maracuja amarelo. A = meldo-de-sdo-caetano; B = manjericao;

C = gengibre; D = canela; E = casca de maracuja; F = fosfito de potassio; G = fosfito de

calcio; H = Ecolife; | = Agro-Mos.
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*Meédia de cinco repeticdes; médias seguidas da mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Scott-Knott
(P=0,05). CV = 39,13 %.

Figura 2. Efeito da combinacdo de extratos vegetais, fosfitos e indutores de resisténcia sob a

severidade da podriddo por lasiodiplodia em maracuja amarelo.



Tabela 1. Influéncia de extratos vegetais, fosfitos e indutores de resisténcia sobre os fatores
fisico-quimicos em maracuji amarelo inoculado com Lasiodiplodia theobromae apds dez
dias de armazenamento em temperatura ambiente (25 + 2 © C). SST — solido soluvel total,

ATT — acidez total titulavel; pH — potencial hidrogeni6nico

Tratamento SST (°Brix) ATT pH
Testemunha 10,00 a* 2,62 ab* 3,22 a*
Casca de maracuja 11,20 a 3,01la 3,12a
Agro-mos 11,00 a 2,26 b 3,20a
Fosfito de célcio 8,60 a 2,29 b 3,26 a
Gengibre 10,80 a 2,26 b 3,36 a
Manjericao 9,80a 2,22 b 321a
Canela 11,20 a 2,18 b 3,17a
Mel&o-de-sdo-caetano 9,80a 2,22 b 34la
Ecolife 10,40 a 2,07 b 3,36 a
Fosfito de potassio 8,40 a 122¢c 3,28 a
CV (%) 16,06 26,26 6,22

* Média de cinco repeticdes. As médias seguidas pela mesma letra, na mesma coluna, ndo diferem entre si, a 5%
de probabilidade, pelo teste de Tukey.



Tabela 2. Influéncia da combinagdo de extratos vegetais, fosfitos e indutores de resisténcia
sobre os fatores fisico-quimicos em maracuja amarelo inoculado com Lasiodiplodia
theobromae apés dez dias de armazenamento em temperatura ambiente (25 £ 2 °© C). SST —

solido soluvel total; ATT — acidez total titulavel; pH — potencial hidrogeni6nico

Tratamento SST (°brix) ATT pH
Ecolife (300 uL) + Melao-de-sdo-caetano (60%) 10,12 a* 3,03b* 3,25 a*
Ecolife (300 pL) + Fosfito-K (5ml) 704b 145e 342a
Ecolife (300 uL) + Fosfito-Ca (5ml) 7,14b 192d 3,37a
Ecolife (300 uL) + Gengibre (100%) 8,12b 2,07d 3,25a
Ecolife (300 puL) + Manjericao (80%) 742b 200d 3,32a
Ecolife (300 puL) + Canela (80%) 1050a 2,65b 3,34a
Ecolife (300 pL) + Casca de maracuja (60%) 598b 1,83d 3,34a
Agro-Mos (300 uL) + Melao-de-sdo-caetano (60%) 10,12a 2,09d 3,22a
Agro-Moés (300 uL) + Fosfito-K (5ml) 6,08b 141e 3,12a
Agro-Moés (300 uL) + Fosfito-Ca (5ml) 6,60b 1,81d 343a
Agro-Mos (300 pL) + Gengibre (100%) 8,40b 226¢c 3,23a
Agro-Moés (300 puL) + Manjericao (80%) 1050a 2,30c 3,24a
Agro-Moés (300 pL) + Canela (80%) 8,70a 2,39c 3,30a
Agro-Mos (300 uL) + Casca de maracuja (60%) 6,58b 14l1e 342a
Fosfito-K (5ml) + Mel&o-de-sdo-caetano (60%) 890a 262b 3,34a
Fosfito-K (5ml) + Fosfito-Ca (5ml) 720b 293b 3,31a
Fosfito-K (5ml) + Gengibre (100%) 1230a 2,74b 3,16a
Fosfito-K (5ml) + Manjericdo (80%) 590b 162e 3,28a
Fosfito-K (5ml) + Canela (80%) 10,32a 2,39c¢ 3,13a
Fosfito-K (5ml) + Casca de maracuja (60%) 754b 183d 3,32a
Fosfito-Ca (5ml) + Meldo-de-sdo-caetano (60%) 998a 342a 365a
Fosfito-Ca (5ml) + Gengibre (100%) 11,84a 2,78b 3,3la
Fosfito-Ca (5ml) + Manjericéo (80%) 10,44a 269b 3,19a
Fosfito-Ca (5ml) + Canela (80%) 10,86a 2,39c 3,16a
Fosfito-Ca (5ml) + Casca de maracuja (60%) 8,86a 2,00d 3,19a
Testemunha 6,22b 226¢c 33la
CV (%) 18,57 17,92 7,61

* Média de cinco repetigdes. As médias seguidas pela mesma letra, na mesma coluna, ndo diferem entre si, a 5%
de probabilidade, pelo teste de Scott-Knott.



CAPITULO IV

Podrid&o por lasiodiplodia em maracuja — o papel da aplicacao de fosfitos em infeccéo

pos-colheita
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Resumo — Danos relevantes sdo causados pela podriddo por lasiodiplodia (Lasiodiplodia
theobromae) em maracuja amarelo (Passiflora edulis f. flavicarpa). A busca por métodos de
controle com substancias menos ofensivas ao ambiente, como o fosfito, € uma alternativa de
controle para essa doenca. A proposta deste trabalho foi avaliar a eficiéncia de diferentes
formulacdes de fosfitos de natureza solida na reducdo da podriddao por lasiodiplodia em
maracuja amarelo. Foram utilizadas cinco concentracdes (1, 2, 3, 4 e 5 g.L™) dos seguintes
fosfitos: FK, FK+BMo, FCa, FCaB, FCu, FZn, FMg e ultra ABS. As frutas foram imersas por

10 minutos nas solucdes e trés horas apds, foi realizada inoculagdo com suspensdo do fungo

na concentragédo de 106 conidios.mL™. Todos os fosfitos testados com excecéo dos fosfitos de
Cu e ultra ABS demonstraram propriedades fungitéxicas. Os tratamentos promoveram
alteracdo nos teores ATT, SST e pH. Diante do estudo, conclui-se que o uso de fosfitos pode
ser encarado como uma ferramenta a mais no desenvolvimento de estratégias de manejo
menos agressivos ao ambiente e mais segura ao homem.

Termos para indexacdo: Lasiodiplodia theobromae, Passiflora edulis f. flavicarpa, controle
alternativo, pds-colheita.

Lasiodiplodia rot on passion - the role of application of phosphites infection in post-

harvest
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Abstract - Relevant damage are caused by lasiodiplodia (Lasiodiplodia theobromae) in
yellow passion fruit (Passiflora edulis f. flavicarpa). The aim of methods that are less
offensive to the environment, such as phosphite, is an alternative to control this disease. The
purpose for this study was to evaluate the efficiency of different formulations of solid
phosphites in reducing rot Lasiodiplodia in yellow passion fruit. There were used five
concentrations (1, 2, 3, 4 e 5 g.L'") of the following phosphites: FK, FK+BMo, FCa, FCaB,
FCu, FZn, FMg and ultra ABS. The fruits were immersed for 10 minutes in the solutions and
three hours after, inoculation was carried out with a suspension of 10° conidia.mL™. All
phosphites tested, with the exception of Cu and ultra phosphites ABS, showed fungitoxic
properties. Treatments promoted change in ATT levels, SST and pH. These results suggested
that the use of phosphites can be seen as one more tool in the development of management
strategies that are less aggressive and safer to the environment to man.
Index terms: Lasiodiplodia theobromae, Passiflora edulis f. flavicarpa, alternative control,
postharvest.
Introducéo

Lasiodiplodia theobromae (Pat.) Griff. & Maubl, causador da podriddo por
lasiodiplodia em maracuja amarelo (Passiflora edulis Sims f. flavicarpa Deg.) é um dos
principais responsaveis pelas perdas ocasionadas na fase de pos-colheita (JUNQUEIRA et al.,
2003). O manejo tradicional dessa doenca é geralmente pautado na aplicacdo de fungicidas.
No entanto, esses, além de prejudicial a saude humana, contaminar o0 meio ambiente e deixar
residuos nos frutos, induzem o surgimento de racas resistentes do patdgeno. Visando a
solucdo destes problemas, diversos estudos tém sido desenvolvidos em busca de produtos
comerciais com propriedades antifungicas que apresentem maior eficacia e estabilidade e

menor impacto ao ambiente com consequente melhoria na produtividade agricola.



Nos ultimos anos, a relacdo entre quantidades, combinacdo de fertilizantes e a
expressdo de resisténcia ou suscetibilidade de plantas a patogenos tem sido amplamente
investigada. Sabe-se que alguns elementos, como fosforo e potassio, em geral, tendem a
melhorar a resisténcia de plantas (REUVENI; REUVENI, 1998). Desta forma, produtos a
base de nutrientes minerais tem se destacado dentre esses novos produtos comerciais. Os
nutrientes minerais influenciam a resisténcia de plantas as doengas, podendo funcionar como
co-fatores de enzimas participantes das diversas rotas metabdlicas de defesa, onde séo
formados muitos compostos apds a ocorréncia da infecgdo, proporcionando maior resisténcia
aos fitopatdgenos (AMARAL, 2008).

Dentre os sais, o fosfito tem mostrado resultados promissores no controle de
fitopatdgenos. Comercializados para diversas culturas, sdo obtidos pela reacdo do &cido
fosforoso com o hidroxido de potassio, de sédio ou de aménio, sendo assimilados facilmente
pelas células das plantas (BRACKMANN et al., 2004), e liberado pela hidrolise do etil
fosfonato, conferindo a planta protecdo contra fungos fitopatogénicos (McDONALD;
GRANT; PLAXTON, 2001).

A elevada porcentagem de fdsforo presente nas formulagcdes promove melhoria no
balanco nutricional e, consequentemente, o crescimento e desenvolvimento das plantas,
fazendo com que o uso de fosfitos se expandisse rapidamente (BRACKMANN et al., 2008).
Estudos sobre 0 modo de acédo dos fosfitos sobre os fungos mostram que ha atuacéo direta
sobre esses patogenos (FENN; COFFEY, 1985; WILKINSON et al., 2001), e/ou acéo
indireta, através do estimulo e ativacio dos mecanismos de defesa das plantas
(NEMESTOTHY; GUEST, 1990; JACKSON et al., 2000). A ativacdo seria ocasionada pelo
estimulo a producéo de fitoalexinas desencadeada pela aplicacdo do fosfito (SAIDRENAT et

al., 1990).



A acdo antifungica de produtos a base dos fosfitos foi demonstrada inimeras vezes nas
mais diversas culturas contra diferentes fitopatdgenos (GEELEN, 1999; BONETI;
KATSURAYAMA, 2002; BRACKMANN et al., 2004; 2008; DIANESE et al., 2008;
MOREIRA; MAY-DE-MIO, 2009; ARAUJO; VALDEBENITO-SANHUEZA; STADNIK,
2010).

Considerando o potencial da utilizacdo de fosfito na patologia pds-colheita, objetivou-
se com esse trabalho avaliar o efeito da aplicacdo pds-colheita de formulagdes de fosfitos de
natureza sélida sobre a podridao por lasiodiplodia em maracuja amarelo, bem como sobre 0s

fatores fisico-quimicos nas frutas tratadas.

Material e métodos

O experimento foi realizado no Laboratdrio de Patologia Pds-colheita da Universidade
Federal Rural de Pernambuco e foram utilizadas as seguintes formulacGes de fosfitos de
natureza fisica solida: fosfito de potéssio — FK (58% P,0s + 32% K,0); fosfito de potassio —
FK+FBMo (50% P,0s + 32% K,0 + 2% B + 0,52% Mo); fosfito de célcio — FCa (64% P,0s
+ 18% Ca); fosfito de calcio — FCa+B (52% P,0s + 14,5% Ca + 3% Bo); fosfito de cobre —
FCu (31, 5% P,0s5 + 13% Cu); fosfito de zinco — FZn (59% P,0s + 25% Zn); fosfito de
magnésio — FMg (74% P,0s + 11,5% Mg); ultra ABS (60% P,Os + 4,2% Ca + 3% Mg +
0,6% B+ 01% Co+ 0,6% Cu + 3,5% Mn + 0,1% Mo + 0,1% Ni + 6% Zn).

Para obtencdo do inoculo, o isolado de L. theobromae foi cultivado em meio de cultura

BDA (batata-dextrose-agar) durante 20 dias a 25 + 2 °C, sob alternancia luminosa (12h claro/
12h escuro). Apds este tempo, picnidios foram retirados da col6nia e macerados em 2 mL de
agua destilada utilizando-se para isto, pistilo e almofariz. Posteriormente, o0 macerado foi
filtrado em gaze, realizada a contagem dos esporos em camara de Neubauer e ajustada a

concentracéo para 10° conidios.mL™.



A avaliacdo da eficiéncia dos fosfitos na reducdo da podridao por lasiodiplodia foi
realizada utilizando frutas sadias de maracuja amarelo provenientes da Companhia de
Abastecimento e Armazéns Gerais do estado de Pernambuco (CEAGEPE). Cada formulagao
de fosfito foi testada nas concentracdes de 1, 2, 3, 4 e 5 g.L™". Para isso, maracujas amarelos
foram lavados e colocados para secar em temperatura ambiente (25 + 2° C). ApGs secagem, as
frutas foram imersas por 10 minutos nas solugdes dos fosfitos. A inoculacdo foi realizada trés
horas ap6s o tratamento, pela deposicdo de 15 pL da suspensdo de conidios, sobre ferimentos
de 3 mm de profundidade causado por furador de cinco pontas.

Apos as inoculagbes, as frutas foram submetidas a cdmara Umida, constituida de
bandejas plasticas forradas com folhas de papel toalha embebido de agua destilada e
esterilizada (ADE), envolto com saco plastico umedecido, durante 48 horas e armazenadas em
condicdes de laboratério (25 + 2 °C). A testemunha foi representada por frutas feridas e
apenas inoculada com o patdgeno. O delineamento estatistico utilizado foi inteiramente
casualizado, com cinco repeti¢des, sendo cada repeticdo constituida de uma fruta de maracuja
amarelo. A avaliacdo da severidade foi realizada 10 dias ap0ds a inoculacdo, através da média
do diametro da lesdo em dois sentidos opostos. Os dados foram submetidos a analise de
variancia e analise de regresséo.

Na ocasido da avaliacdo da severidade, procedeu-se a avaliagdo dos fatores fisico-
quimicos das frutas. Os fatores avaliados foram acidez total tituldvel (ATT), s6lido solGvel
total (SST) e potencial hidrogenidnico (pH). Para andlise de ATT, foi utilizada a técnica
descrita na Association of Official Analitical Chemists - A.O.A.C. (1990). Apos as
avaliacOes, foi extraida a polpa do maracuja, pesada 3 g desta e diluida em 50 mL de &gua.
Para titulagéo foi utilizado 10 mL do suco (LIMA FILHO, 2008). Os resultados obtidos foram
registrados em porcentagem de 4&cido citrico. A afericdo do pH foi realizado em

potenciometro marca Quimis Q400A devidamente calibrado e o teor de SST realizado por



meio da leitura em um refratdmetro da marca ATAGO® master T graduado de zero a 32
°Brix.

O delineamento estatistico utilizado foi inteiramente casualizado, com cinco
repeticdes, sendo cada repeticdo constituida de uma fruta de maracuja amarelo. Os dados
foram submetidos a analise de variancia e comparacdo de média pelo teste de Scott-Knott a

5% de probabilidade.

Resultados e discussao

Os resultados revelaram que os tratamentos utilizados foram eficazes na redugédo da
doenca, constatando severidade significativamente menor em relacdo a testemunha, com
excecdo dos FCu, FMg e o ultra ABS (Figura 1).

No tratamento utilizando o FK foi observado diminui¢cdo no tamanho da lesdo de
65,55% em relagdo a testemunha na dosagem de 5g.L™(Figura 2). Enquanto que o FK + BMo
mostrou-se mais eficiente na dosagem de 1g.L™, com reducéo do tamanho da leséo de 68,08%
(Figura 2).

Estudos envolvendo Colletotrichum gloeosporioides Penz & Sacc em maracujazeiro
verificaram que o FK e o FCa em associacdo com CacCl, foi eficaz na reducdo do didametro das
lesbes (DUTRA, 2008). O tratamento pos-colheita do mofo azul (Penicillium expansum
(Link.) Thom) em magds (Malus domestica Borkh), utilizando fosfitos, mostraram que o FK e
0 FCa+B foram eficientes na reducdo da incidéncia da doenca (BLUM et al., 2007). No
tratamento pos-colheita de péssegos (Prunus persicae (L.) Batsch.) para controle de Monilinia
fructicola (Wint) Honey, Moreira et al. (2002) verificaram que o FK foi superior ao FCa+B,
exercendo controle eficiente da doencga.

A dosagem de 1 g.L™* resultou em menor tamanho de lesdo quando aplicado o FCa,

com uma reducdo do tamanho da lesdo de 74,92% enquanto que a formulacdo de FCaB



também reduziu tamanho de lesdo de 52,97% na dosagem de 5 g.L™ (Figura 2). O fosfito de
CaB néo reduziu o namero de frutos com podriddo parda em pessegueiro segundo Moreira e
May-de-Mio (2009).

O FMg proporcionou diminuicdo da lesdo de apenas 24,68% no tamanho da leséo
(Figura 2) na dosagem de 4 g.L™, sendo considerada ineficiente no controle da podridao por
lasiodiplodia em maracuja amarelo.

Em relacdo ao FZn as dosagens de 2 e 5 g.L™* foram as mais eficientes na diminuicio
da severidade da podriddo por lasiodiplodia (Figura 1). Dutra (2008) trabalhando com
antracnose do maracujd amarelo verificou que entre dez diferentes fosfitos testados a
aplicacdo de FK e o FZn resultaram em menor desenvolvimento da doencga. A aplicacédo de
fosfito mostrou ser uma ferramenta p6s-colheita eficaz no controle da requeima e podriddo

rosada da batata (Solanum tuberosum L.) (MILER et al., 2006).

Durante o experimento foi verificado sintomas de fitotoxidade nos tratamentos
utilizando FCu e o surgimento dos fungos Rhizopus, Penicillium e Arpergillus no tratamento

com o FK+BMo.

A eficiéncia e persisténcia dos fosfitos sdo consideravelmente varidveis entre as
diversas espécies de plantas, época e freqiiéncia de aplicacdo (HARD; BARRETT,;
SHEARER, 2001). Pereira et al. (2010) avaliando a eficiéncia de produtos alternativos na
protecdo da videira contra o mildio (Plasmopara viticola (Berk. & M.A. Curtis)), observaram
que os fosfitos proporcionaram protecdo contra o mildio, com produtividade semelhante a do
tratamento com fungicidas tradicionais.

O uso dos fosfitos tem despertado interesse nas pesquisas, pois se apresentam como

alternativa aos fungicidas e diminui o surgimento de racas resistentes de fitopatdgenos. Seu
uso pode ser justificado ainda por pesquisas que demonstram que 0s nutrientes podem atuar

ativando mecanismos de defesa levando consequentemente a melhoria da resisténcia das



plantas as doengas (BARRETO; CASTELLANI, 1994). Diante dos resultados obtidos nesta
pesquisa fica comprovado que em pds-colheita estes ocorrem semelhantemente aqueles que

ocorrem na planta.

Pelo resumo das analises de variancia apresentadas na figura 2, pode-se observar que
houve diferenca significativa entre os tratamentos para as variaveis SST, ATT e pH.

Em relacdo a analise de ATT foi verificada diferenca significativa (P=0,05) nas frutas
submetidas aos diferentes tratamentos (Figura 2A), com amplitude de 2,02 a 3,92% de &cido
citrico. Os valores da ATT apresentaram reducdo significativa nas frutas submetidas aos
tratamentos quando comparados a dose 0. O resultado obtido corrobora com Lima Filho
(2008), que verificou redugdo da ATT em maracuja amarelo tratados com indutores de
resisténcia.

Segundo Resende, Vilas Boas e Chitarra (2001) oscilagbes nos valores de ATT pode
ser resultado da utilizacdo de &cidos organicos como substratos para respiracdo da fruta, visto
que apos a colheita 0 maracuja passa a utilizar suas reservas para a producdo de energia. Os
resultados indicam que as alteragdes observadas nos teores de ATT séo resultantes do custo
fisiologico provocado pelo tratamento das frutas com os fosfitos.

Em relacdo ao potencial hidrogenionico (pH) foram observados pequenas varia¢des
nos valores para as diferentes dosagens e tratamentos (Figura 2B). Apesar da variagdo 0s
valores enquadram-se dentro da faixa aceitavel de 2,7 (DURIGAN et al., 2004) e 3,56
(DURIGAN; DURIGAN, 2002).

O teor médio de SST das frutas tratadas e ndo tratadas variou de 7,6 a 12,6 °Brix
(Figura 2C). De modo geral, ocorreu alteragcdes no teor de SST entre os tratamentos e as doses
aplicadas em relacédo a dose O (testemunha), ndo prejudicando com isso o valor nutricional da

fruta. Moreira e May-de-Mio (2009) em trabalho com podriddo parda do pessegueiro



encontrou diferencas estatistica no teor de SST em frutas tratadas com FK quando

comparados a testemunha.

Conclusdes
A aplicacdo pds-colheita dos fosfitos de FK, FK+BMo, FCa, FCa+B e FZn
apresentaram resultados satisfatorios no controle da podriddo por lasiodiplodia em maracuja
amarelo. As frutas apresentaram alteracGes em suas caracteristicas fisico-quimicas.
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Figura 1. Efeito de fosfitos de natureza fisica solida sobre a severidade da podriddo por

lasiodiplodia em maracuja amarelo.
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Tabela 1. Reduc¢do do tamanho da lesdo de Lasiodiplodia theobromae em frutas de maracuja

amarelo tratados com fosfitos de natureza fisica solida.

Concentragc  FCu FCa FK+BM FK FCaB FZn FMg Ultra ABS
ao 0
1g.L™" 26,47% 74,92% 68,02% 29,11% 46,20% 58,29% 20,71% 17,40%
2g.L" 29,95% 5554% 58,84% 24,12% 26,03% 72,73% 15,42% 23,41%
3g.L* 28,48% 49,86% 41,49% 61,86% 37,57% 43,55% 21,68% 19,78%
4g.L7 -17,93% 49,05% 37,90% 63,35% 49,09% 50,44% 24,68% 21,94%
5g.L" -17,99% 47,08% 37,13% 65,55% 52,97% 72,94% 19,23% 22,42%




Acidez Total Titulavel (ATT)

FCu FCa FK+BMo FK FCaB FZn FMg  Ultra ABS

Potencial Hidrogenionico (pH)
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Figura 2. Comparacéo entre teores de acidez total titulavel (A), potencial hidrogeniénico (B)
e solido solivel total (C) em maracuja amarelo tratados com diferentes formulacdes e
concentracbes de fosfitos e inoculado com Lasiodiplodia theobromae ap6s dez dias de

armazenamento em temperatura ambiente (25 + 2 ° C)



Conclustes Gerais



CONCLUSOES GERAIS

Alta concentracdo de inoculo, temperatura em torno de 30°C e um periodo de
molhamento de 48 horas aumentam a severidade da doenca, consistindo assim nas
condicgdes 6timas para o estabelecimento da doenca;

A temperatura em torno de 20 °C inibe o desenvolvimento do fitopatégeno mantendo
a integridade fisica dos frutos permitindo assim melhor conservacao;

O fosfito de potassio e Ecolife® foram os mais eficientes no controle da podridao por
lasiodiplodia;

A combinacdo o FCa (bmL)+CMA (60%), FCa (5mL)+MSC (60%) e AGM
(300puh)+MAN (80%) promoveram uma inibicdo do tamanho das lesbes nas frutas
inoculadas e tratadas;

A aplicacdo dos tratamentos individuais causaram alteragOes nos teores de ATT , e
quando utilizados em combinagdo ocorreram alteragdes nos teores de SST e ATT,;

Na aplicacéo dos fosfitos de natureza solidos, os fosfitos de Cu, fosfito de magnésio e
ultra ABS ndo foram eficientes no controle da podridao por lasiodiplodia em maracuja
amarelo;

A aplicacdo poés-colheita dos fosfitos de FK, FK+BMo, FCa, FCa+B e FZn
apresentaram resultados satisfatorios no controle da podriddo por lasiodiplodia em
maracuja amarelo;

As frutas tratadas com fosfitos de natureza fisica sélida apresentaram alteracdes em

suas caracteristicas fisico-quimicas.



