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RESUMO

Santa Catarina ¢ destaque no cendrio nacional como o principal produtor de magas.
Estima-se colher, em 2011, um total de 580 mil toneladas de maca. Devido a esse
grande volume, ha necessidade de que os frutos permanecam estocados por um longo
periodo de tempo (cerca de 5 meses), em camaras frias ou sob atmosfera controlada,
para manter suas qualidades fisicas e quimicas, permanecendo atrativos ao consumidor
final. No entanto, ao passo que se aumenta o tempo de permanéncia de armazenamento,
aumentam-se os niveis de incidéncia de podriddes pods-colheita, destacando-se as
provocadas por Penicillium expansum e Botrytis cinerea. O objetivo deste trabalho foi
avaliar o efeito de substincias naturais sobre o desenvolvimento in vitro destes
patogenos e no seu controle frente as podriddes ocasionadas nos frutos. Foram testados
acidos fenolicos (cinamico, ferulico, galico, salicilico e vanilico) a 1, 2,5 e 5 mM, sais
inorganicos (bicarbonato de sodio, carbonato de potéssio e cloreto de calcio) a 0,75%,
1,5% e 3%. Em todos os experimentos, o delineamento utilizado foi o inteiramente
casualizado com 4 repeticdes. A parcela experimental foi representada por uma gota em
lamina escavada (bioensaios in vitro) ou 4 frutos no interior de uma bandeja pléstica
(bioensaios in vivo). Dentre os acido fendlicos, os acidos cinamico e salicilico inibiram
completamente a germinacdo dos fungos nas doses 2,5 ¢ 5 mM, mas somente o acido
salicilico controlou a doenga causada por P. expansum quando aplicado misturado a
suspensao de esporos. Dentre os sais inorganicos, bicarbonato de sddio e carbonato de
potassio inibiram quase em 100% a germina¢ao dos fungos, nas doses de 1,5% e 3%, no
entanto, foi o cloreto de céalcio quem apresentou um melhor resultado no controle das
podridoes dos frutos. Desta forma sais inorganicos e 4cidos fendlicos apresentam
potencial para utilizagdo nos processos de pds-colheita, através da imersdo de frutos em

solucdo.

Palavras chaves: Acidos fenodlicos, sais inorganicos, Penicillium expansum, Botrytis

cinerea, pos-colheita.
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1. INTRODUCAO/JUSTIFICATIVA

A macieira (Malus domestica) ¢ uma planta originaria da Asia, mais
precisamente entre a regido do Caucaso e a regido leste da China. Seus frutos sdo
apreciados desde a antiguidade, sendo costumeiramente retratados como o fruto da
arvore do bem e do mal. Nos anos seguintes ao de 800 d.c, a nobreza e o clero
impulsionaram o cultivo e comercializagdo da cultura, através da reducdo de impostos e
por meio de decretos. Dessa forma, cada vez mais pomares de macieira foram
implantados, iniciando um processo de melhoramento genético da cultura. Atualmente,
no mercado mundial, essa cultura t€ém uma grande importancia, atingindo 60 milhdes de
toneladas produzidas em aproximadamente 6 milhdes de hectares cultivados, sendo
crescente o seu volume vendido aos principais centros consumidores mundiais. Neste
mercado de producao de frutos, dos noventa paises produtores, vinte se destacam, sendo
responsaveis por cerca de 85% da producdo mundial. O Brasil ¢ o 11° nesta lista (FAO,
2008).

O manuseio de frutos, sem os devidos cuidados, desde a sua colheita no campo
ao processo de armazenamento, quase sempre resultard no esmagamento interno dos
tecidos, promovendo danos fisioldgicos anormais ou rachaduras e rupturas da epiderme,
provocando perda de agua, aumentando a taxa de desarranjo do processo fisiologico
normal e propiciando a penetracdo de organismos causadores de doencgas, contribuindo
para perda de valor ou mesmo para perda dos frutos a serem comercializados
(RESENDE & MACHADO, 2000). Estima-se que as perdas no processo de pos-
colheita de magas sejam superiores a 20%, variando de acordo com o ano ¢ a variedade
em questdo (MARTINS et al.,2007). Como o fruto ¢ muito valorizado pelo seu aspecto
estético, a protecao fitossanitaria da macieira possui um papel fundamental no
rendimento desta cultura (STADNIK et al., 2009). Dentre os aspectos estéticos,
destacam-se os fatores de coloragao da epiderme, tamanho e formato do fruto, firmeza e
textura de polpa, além dos teores de solidos soluveis e acidos (EPAGRI, 2002). Para a
manuten¢do de todas estas caracteristicas desejaveis, deve-se comecar no campo a
ado¢ao de medidas de controle de doengas de pos-colheita, desde um correto manuseio
dos frutos a aplicacao de produtos que melhorem a vida util do fruto, como o calcio.

Os principais fungos no processo de pds-colheita dos frutos sdo Penicillium
expansum, Botrytis cinerea, Alternaria alternata, ¢ Rhizopus stolonifer (SANHUEZA,

2011). P. expansum ¢ um fungo muito agressivo, sendo responsavel, em alguns casos,
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por mais de 80% das perdas em podriddoes de frutos de clima temperado em pds-
colheita. B. cinerea ¢ um patdégeno cosmopolita, que além de causar grandes danos a
cultura da macieira, causa grandes prejuizos em culturas como uva ¢ morango. Mesmo
em condicdes de refrigeracdo, sistema comumente adotado para a armazenagem dos
frutos, estes fungos permanecem ativos (BONETI et al., 1999).

No Brasil anualmente sdo utilizados cerca de 700 mil toneladas de produtos
quimicos formulados em espécies vegetais (SINDAG, 2009). Na macieira, por se tratar
de uma cultura perene, e assim ser uma atividade de longo prazo, hd uma constante
aplicacdo de quimicos. Estima-se que, em média, sdo feitas 24 aplicagdes de
agrotoxicos entre uma colheita e outra, gerando um custo anual na casa de 53 milhdes
somente em pulverizagdes, no ambito nacional (GLOBO RURAL, 2004). Estas
aplicagdes, por sua vez, além de aumentarem os custos de producdo, podem causar
grandes impactos ao meio ambiente, danos aos seres vivos, favorecer a selecdo de racas
mais resistentes aos mecanismos de acdo, além de rotularem a magd como um “fruto
envenenado”.

De acordo com Janisiewicz (1996), Campanhola & Bettiol (2003), Sanhueza et
al. (2003), Yu & Zheng (2006) e Stadnik et al. (2009) a produgdo de alimentos livres de
residuos toxicos t€ém aumentado durante estes Gltimos anos, inclusive com a restri¢ao a
utilizagdo de produtos quimicos no processo de pos-colheita de frutos para consumo in
natura. Desta forma, inimeras pesquisas tém sido realizadas para obtengao de formas
alternativas no controle de fitopatdogenos tais como a inducao de resisténcia de plantas e
a utilizag@o de produtos naturais com efeitos antimicrobianos.

A utilizagdo de plantas, seja pela medicina popular para o bem-estar humano,
seja para o controle de insetos ou doencas que acometem as plantas, ¢ datada de
centenas de anos. Estudos sobre as diferentes composi¢des quimicas de plantas, assim
como as atividades antimicrobianas de seus extratos e 0leos essenciais, sdo relatados em
diversos paises, destacando-se o Brasil. No entanto, o pais de maior vocagdo agricola,
possuidor do maior numero de espécies vegetais do catalogo floristico do mundo, tem
sido chamado internacionalmente a responder pelo descaso com que tem tratado o
ambiente, levando a formacdo de conceitos e opinides perigosas a soberania nacional,
como a internacionalizagdo da Amazonia (MAIRESSE, 2005).

No meio ambiente, as plantas estdo sempre cercadas de inumeros inimigos e
competidores que constituem um sistema complexo denominado de ecossistema. Como

os vegetais ndo podem evitar seus inimigos e competidores movendo-se de um local
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para outro, as plantas desenvolveram mecanismos de defesa proprios, diferentes dos
animais. Estes mecanismos de defesa englobam, além das alteragdes morfologicas
(barreiras fisicas e quimicas), a produg¢do de substancias de defesa contra herbivoros,
microorganismos patogénicos e virus, conhecidas como metabdlitos secundarios.
Diversos trabalhos tém comprovado este potencial, seja pela acdo fungicida ou
bactericida direta, seja pela indugdo de resisténcia na planta (SCHWAN-ESTRADA et
al., 1997; DEMPSEY, SILVA, KLESSIG, 1998; COWAN, 1999; BALBI-PENA et at.,
2006).

Atualmente sdo conhecidos cerca de 170 mil metabodlitos secundarios, sendo
sintetizados constitutivamente em 6rgaos e em estadios especificos de desenvolvimento
ou pela inducdo a partir do ataque de herbivoros ou de patégenos (GERSHENZON et
al., 2000). Os compostos fenolicos fazem parte de um das principais classes de
metabolitos secundarios das plantas, utilizados na defesa contra estresses bidticos e
abioticos (TAIZ & ZEIGER, 2004). O 4cido salicilico, por exemplo, ao ser utilizado por
Shabana et al., (2008), no controle da mancha-parda do arroz, a uma concentragdo de
9mM, inibiu completamente o crescimento do patéogeno in vitro, demonstrando o
potencial efeito antifingico da utilizagdo exdgena de compostos.

Além destes, a utilizacdo de sais inorganicos torna-se uma alternativa, tendo-se
destacado por possuir um pequeno efeito toxico ao homem e ao ambiente, além de
serem baratos ¢ amplamente utilizados na alimentagdo e aceitos pelos consumidores.
Franco & Bettiol (2002) comprovaram os efeitos fungicidas do carbonato de potassio
(1%) e do bicarbonato de so6dio (3%), por inibir a germinag¢ao de conidios do fungo P.
digitatum em 100%. Do mesmo modo, Nigro et al. (2006) demonstraram que o
tratamento de uvas de mesa cv. Italia com bicarbonato de s6dio e com cloreto de calcio,
por pulverizacdo, diminuiu a podriddo causada por B. cinerea em torno de 37% e 50%,
respectivamente.

Diante do exposto, o objetivo deste trabalho foi avaliar formas alternativas aos
fungicidas para o controle de podriddes pds-colheita causadas por P. expansum e B.
cinerea, através do tratamento dos frutos de macad com compostos fendlicos e sais

inorganicos.



2. OBJETIVOS

2.1. OBJETIVO GERAL

Avaliar a eficiéncia dos produtos naturais (acidos fenolicos e sais minerais) no

controle das doengas da macieira (Malus domestica) em pos-colheita.

2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

* Verificar o efeito das concentracdes dos acidos fendlicos cinamico,
ferulico, galico, salicilico e vanilico na germinagdo de B. cinerea e P.

expansum,

* Verificar o efeito das concentragdes dos sais inorganicos bicarbonato de
sodio, carbonato de potassio e cloreto de calcio na germinagdo de B.

cinerea € P. expansumi,

* Avaliar o efeito protetor, curativo e erradicante dos acidos cindmico,
ferulico, galico, salicilico e vanilico no controle das podriddes de B.

cinerea e P. expansum em frutos de maga;

* Avaliar o efeito protetor, curativo e erradicante de bicarbonato de sédio,
carbonato de potassio e cloreto de calcio no controle das podriddes de B.

cinerea e P. expansum em frutos de maga;

* Contribuir na geracao de formas sustentaveis de combate as podriddes de

pos-colheita na produgao de magas.



3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1. A cultura da macieira

3.1.1. Aspectos botanicos e fisiolégicos

A evolugdo da macieira iniciou por volta de 25 milhdes de anos, tendo o seu
centro de origem na regido entre o Caucaso, cadeia de montanhas da Asia com altitudes
de 2000 m, e o leste da China. Os gregos possivelmente cultivaram a macieira, no
entanto, ¢ no Império Romano que a cultura foi muito difundida. Atualmente existem
mais de 7 mil variedades de macieiras, mas apenas cerca de 40 delas possuem
importancia econdmica (BLEICHER, 2002).

A macieira, Malus domestica, ¢ uma planta da familia Rosaceae, a qual possui
aproximadamente 100 géneros e mais de 2000 espécies espalhadas por todo o mundo. A
macieira pertence a subfamilia Pomoideae, que se caracteriza por possuir um
receptaculo profundo em forma de taca, cujas paredes inferiores se unem aos carpelos
que, por sua vez, unem-se entre si, contendo geralmente dois 6vulos. Seu fruto é um
pomo, constituido por um receptaculo carnudo e desenvolvido, envolvendo os ovarios
cujo endocarpo ¢ coridceo, contendo uma Unica semente. As plantas sdo arvores
lenhosas, de clima temperado, com folhas simples, alternadas e caducas, de flores
hermafroditas brancas ou rosas (LUCHI, 2002).

Para o cultivo da macieira diversos fatores devem ser levados em consideragao,
tais como temperatura, pluviosidade, umidade relativa, vento, insolacao, tipos de solo,
topografia, entre outros. Dentre os elementos climaticos, a temperatura ¢ o mais
importante, influenciando ndo apenas o periodo de dorméncia da planta, mas também
durante a fase de crescimento vegetativo. Tanto as temperaturas de inverno, como as da
primavera ¢ do verdo sdo importantes, uma vez que podem influir diretamente no
desenvolvimento da cultura. Temperaturas entre 18°C e 23°C durante a fase vegetativa
sdo indispensaveis para que as plantas reiniciem um novo ciclo, com brotagdo e floragado
normais. Quando nao ha frio suficiente, a quebra de dorméncia das plantas, visando
diminuir a concentragdo dos inibidores de crescimento e garantir uma frutificacdo mais
uniforme, podera ser feita valendo-se de métodos culturais, como a aplicagdo de
produtos quimicos (PETRI, 2002a).

Dentre as principais cultivares produzidas no Brasil e no mundo, destacam-se a

Fuji e a Gala. A Gala ¢ uma das cultivares que mais vem crescendo em popularidade no
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mundo, devido a sua qualidade gustativa e boa aparéncia de seus frutos. A Gala tem sua
origem na Nova Zelandia, adaptando-se bem a regides com altitudes acima de 1.300 m,
sendo necessaria quebra de dorméncia artificial em regides de menor altitude. E uma
cultivar precoce, iniciando a colheita no final da segunda quinzena de janeiro e a
segunda quinzena de fevereiro. E uma cultivar que pouco sofre alternancia de produgio
sendo, no entanto, desuniforme quanto a maturagdo dos frutos. Seus frutos sdo de
coloragdo vermelho-rajado sob fundo amarelo, liso e brilhante, de tamanho médio a
pequeno, de formato cénico e polpa crocante e suculenta. Frutos sombreados, contudo,
se tornam pouco coloridos. E muito suscetivel & sarna (V. inaequalis) ¢ ao oidio (P.
leucotricha). Em camara fria, os frutos podem ser conservados por até trés meses sem
perder seu sabor e textura, ao passo que em condigdes de atmosfera controlada, este
prazo se estende por até cinco meses (CAMILO; DENARDI, 2002).

A cultivar Fuji estd listada entre as quatro novas cultivares de macieira mais
promissoras no contexto mundial, devido as suas excelentes qualidades organolépticas e
sua alta produtividade, sendo responsavel por mais de 38% das vendas no mercado. Esta
cultivar surgiu no Japao, sendo introduzida no Brasil em 1967. E uma planta vigorosa,
muito produtiva, tardia quando comparada a precocidade da Gala, exigente em frio
hibernal, necessitando de quebra de dorméncia artificial em altitudes inferiores a
1.300m. Seus frutos sdo de tamanho médio a grande, redondo a oblongo, sendo mais
achatados e menores em regides de altitudes inferiores a 1.300m. A epiderme ¢ fina, de
coloragdao rosa-palida, com cor de fundo amarelada quando préximo ao ponto de
maturagio. A polpa é aromatica, firme, crocante e suculenta. E suscetivel a sarna (V.
inaequalis) e a podridao amarga (G. cingulata), sendo mais resistente ao oidio do que a
cultivar Gala. Pode ser conservada em camaras frias por um periodo de até seis meses e
sob condigdes de atmosfera controlada por até doze meses (CAMILO; DENARDI,
2002).

As taxas de crescimento, forma e tamanho dos frutos, tempo e homogeneidade
de maturacao variam de acordo com a cultivar a ser plantada e o local em que sera
estabelecido o pomar. O fruto, em seu desenvolvimento fisioldgico, passa
primeiramente por um aumento da taxa metabodlica e respiracdo devido ao intenso
processo de divisdo celular. Posteriormente, ha uma diferenciagdo dos tecidos, havendo
um aumento no tamanho total das células, proporcionando um crescimento dos frutos.
Em seguida, ha maturagdo fisioldgica e, ao final, ocorre a maturagdo comercial do fruto,

com a oxidacdo de 4cidos organicos e hidrélise do amido, juntamente com a
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modificacdo da coloracdo da epiderme e producdo de antocianinas e carotendides,
variando de acordo com cada cultivar e as condigdes a que estdo sujeitas (LUCHI,
2002). Frutos climatéricos, como a maga, que sofrem um rdpido aumento da taxa
respiratoria e sintese de etileno depois de sua maturagdo fisiologica, quando
armazenados a temperatura ambiente, apresentam uma alta atividade respiratoria,
produzindo grandes quantidades de etileno que, relacionados a outros fatores, aceleram

o amadurecimento dos frutos (KADER, 1992).

3.1.2. Aspectos econdomicos

A concentragdo da produgdo nacional de magas estd na regido Sul do Brasil,
principalmente nos locais que se assemelham as regides do centro de origem da cultura.
Santa Catarina ¢ o principal estado produtor de magas, onde, em 2011, se estima colher
um total aproximado de 580 mil toneladas do fruto, em uma éarea de aproximadamente
20.190 hectares (CEPA, 2010). No cendario nacional, prevé-se colher em 2011, mesmo
com uma queda de 16% em relacdo ao total nacional de 2010, 1 milhdo e 50 mil
toneladas do fruto (ABPM, 2011).

Apesar de o pais estar entre os destaques do cenario internacional da producao
de frutos, exportando em 2008 cerca de 110 toneladas de mag¢a (IBRAF, 2009) para os
mais diversos paises consumidores, como Holanda, Franga, Alemanha, Portugal,
Dinamarca e Russia, houve um incremento no volume de importagao de magas em cerca
de 25% entre 2009 e 2010 (IBRAF, 2011), o que culminou em uma crise generalizada

no setor, devido a grande oferta frente a demanda, fazendo os precos despencarem.

3.1.3. Colheita e pos-colheita

A determinagdo da época de colheita deve ser feita baseando-se nas condigdes
de campo, na aparéncia visual dos frutos, nos precos de mercado encontrados ¢ também
nos custos e qualidade dos transportes envolvidos (SHEWFELT & PRUSSIA, 2009).

O processo de colheita inicia, primordialmente, de acordo com as caracteristicas
fisico-quimicas, determinadas por parametros mensurdveis como teor de solidos
soluveis totais, indice de iodo-amido e coloragdo do fundo da pelicula. O mercado de
maga para consumo in natura € altamente competitivo, aceitando-se apenas frutos com

qualidade superior, ndo havendo espaco para frutas de categorias inferiores. Deste
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modo, ¢ imprescindivel que durante todo o processo existam cuidados que assegurem a
qualidade do fruto. No Brasil, muitas perdas sdo verificadas desde a colheita até a
comercializacdo, devido ao mau manuseio ou a falta de cuidados no manejo da fruta
colhida, durante o processamento, armazenamento ¢ transporte (PETRI et al., 2002b).

Antes de serem armazenados, os frutos passam por um criterioso processo de
classificacdo, que ocorre de acordo com as normas do Ministério da Agricultura,
Pecuaria e Abastecimento (MAPA), de modo a facilitar o processo de distribuigdo e
comercializagdo, levando-se em consideracdo a coloracao da casca, a forma e o tamanho
dos frutos. Separando-os por estas caracteristicas, estes sdo agrupados em quatro classes
distintas, entre tipos 1 a 4, sendo acondicionados em caixas de tamanho padronizado
pela instru¢do normativa N°50, de setembro de 2002 do MAPA.

Em virtude dos seus aspectos fisiologicos, grande parte das frutas, vegetais e
flores sdo altamente pereciveis. Estes aspectos qualitativos sao adquiridos antes da
colheita, pelas condigdes de crescimento, regime nutricional e potencial genético da
variedade em particular. No entanto, estas caracteristicas podem ser mantidas por um
determinado tempo, desde que existam condi¢des adequadas para isso (PALIYATH et
al., 2008). De modo a manté-las, os frutos sdo acondicionados, ocasionalmente, em
camaras de atmosfera controlada, onde além do controle de temperatura e umidade, ha
um controle dos niveis dos gases carbonico e etileno. Estas condi¢cdes sdo conseguidas
utilizando-se compostos absorventes, como pastilhas de KOH (40%), ou mesmo pela
diluicdo do O, presente pela adi¢do de N, (SHEWFELT & PRUSSIA, 2009;
BRACKMANN & WACLAWOVSKY, 1999), retardando o processo de senescéncia
pela diminui¢do do metabolismo do fruto sem alterar suas qualidades.

Outro método importante de acondicionamento consiste apenas no
armazenamento dos frutos sob baixas temperaturas ¢ umidade apropriada, retardando o
desenvolvimento de patdogenos responsaveis por perdas no processo de pds-colheita. No
entanto, mesmo nas areas de produ¢do onde se tém as principais tecnologias, os frutos
estdo sujeitos ao ataque dos patdgenos (SANZANI et al., 2008). O ataque inicial de
doencas que se desenvolvem no pos-colheita ocorre geralmente ligado a uma injuria
mecanica, podendo ocorrer também no ponto de separagdo peduncular ou aberturas
naturais, como os estomatos e lenticelas. H4 uma infec¢do inicial por um ou varios
patogenos, potencializada por infecgdes secundarias. Em geral, infec¢des pos-colheita
de frutos sdo mais comumente causadas por fungos (RESENDE & MACHADO, 2000).

Deste processo, ha uma perda quantitativa e qualitativa dos frutos de maga, tendo em
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vista que este torna o fruto menos atrativo aos consumidores e serve como fonte de
indculo para novas infec¢des em frutos sadios.

O fungo causador do bolor azul em magas, apesar de ser extremamente agressivo
e nao seletivo, necessita de pequenos ferimentos na epiderme do fruto para que possa
infectd-lo. Este fungo foi responsédvel por cerca de 90% das perdas em podriddo pos-
colheita de macas antes do advento das camaras frias com atmosfera controlada (BLUM
et al., 2004). Além deste, os frutos de maca estdo sujeitos ao aparecimento de outras
podriddes, como o mofo cinzento, que apesar de ndo ser tdo agressivo como o bolor
azul, ndao necessita de ferimentos para infectar o hospedeiro, fazendo-o diretamente sob

a epiderme.

3.2. Fungos fitopatogénicos

3.2.1. Penicillium expansum

O género Penicillium pertence a ordem Eurotiales da subdivisdo Ascomycotina,
sendo muito comum na fase de pds-colheita, causando bolor azul, no caso da maga, e
verde nos citrus, podendo produzir micotoxinas nos o6rgaos atacados, como a patulina,
um composto polar produzido por P. expansum. (FILHO et al, 1995; SANZANI et al.,
2008). Em um estudo recente feito na Italia, frutos de mac¢a colhidos nos sistemas
convencionais e organicos apresentaram altos niveis de patulina, sendo maiores do que
aqueles tolerados pelo organismo humano (SANZANI et al., 2008).

P. expansum ¢ um fungo cosmopolita, ndo especifico, atacando culturas como
maca e peras. Nos paises produtores de maga, esta ¢ a doenga mais importante na perda
da qualidade e quantidade de frutos armazenados (JANISIEWICZ, 1999).

Nao existem variedades resistentes, sendo todos os frutos de maca suscetiveis ao
ataque do patogeno. A podriddo mole causada é aquosa, de coloragdo castanho-clara,
podendo a cor variar de uma fruta a outra. O tecido afetado separa-se facilmente das
partes sadias. Por ser incapaz de atravessar a cuticula dos frutos, a penetragao ocorre a
partir de ferimentos ou de aberturas naturais. Cada fruto contaminado apresenta in6culo
capaz de infectar de 12 a 15 novos frutos sadios (KIMATI et al., 1997, MONDINO et
al., 2009).

Quando a umidade relativa ¢ alta, a podriddo se desenvolve rapidamente, com

uma grande producdo de conidios na superficie da lesdo. Os conidios sdo extremamente
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resistentes a secas, podendo sobreviver na superficie de caixas de colheita, nas camaras
de armazenamento ¢ outros equipamentos (KIMATI et al., 1997). No entanto, a
germinagdo dos esporos de P. expansum encontra seu 6timo em temperaturas entre 21°

a 25°C, sob umidade relativa superior a 80%.

Figura 1. Sintomas e sinais relacionados a Penicillium expansum (A); Conididéforo e conidios de
Penicillium  expansum  (B).  Fontes: (A) O  pesquisador. (B)  Disponivel em

<http://www.mycobank.org/MycoTaxo.aspx?Link=T&Rec=159382 acesso em: 03 de junho 2011.

Preconizam-se, como medidas de controle da doenca, métodos culturais como a
desinfesta¢do das caixas de colheita com hipoclorito de sddio a 100 ppm de cloro ativo
e dos locais de armazenamento com pastilhas de thiabendazole. Além disto, ¢
importante que se tomem cuidados durante todo o processo, de forma a ndo se causar
danos mecanicos nos frutos e evitando a contaminagdo cruzada, fazendo-se limpezas
periodicas dos locais. Recomenda-se ainda que se evite colher os frutos em condig¢des
favoraveis de infeccao (MONDINO et al., 2009; KIMATI et al., 1997).

Tratamentos pos-colheita podem ser realizados com fungicidas registrados como
os benzimidazdis, iprodione e imazalil devendo a agua utilizada no tratamento estar
isenta de particulas de argila e matéria organica (KIMATI et al., 1997). No entanto, o
tratamento quimico em pos-colheita de frutos vem cada vez mais sendo substituido no
Brasil por outras formas igualmente eficientes e, no entanto, sustentaveis de controle,

atendendo as demandas sociais por produtos menos agressivos ao meio ambiente.

3.2.2. Botrytis cinerea

Classificado na ordem Helotiales da subdivisdo Ascomycotina, este fungo ¢
considerado um dos maiores patdgenos de pos-colheita no mundo, causando o mofo

cinzento em diversas plantas (FILHO et al., 1995).
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Segundo Beever & Weeds (2007), o ciclo de vida do Botrytis compreende vérias
fases: uma fase somadtica (vegetativa), um sistema micelial que produz esporos
assexuais (estritamente macro conidios), esclerédios e micro conidios. Os esclerédios
normalmente germinam produzindo micélios ou conidios, mas depois de pré-condi¢cdes
e fertilizacdo apropriadas, eles podem germinar formando apotécios (fase teleomorfica,
Botryotinia), contendo ascosporos resultantes da meiose. Por conveniéncia e pelo
desconhecimento das fases teleomorficas de todas as espécies de Botrytis, utiliza-se o
género Botrytis para incluir tanto a fase anamorfica (Botrytis) como a teleomorfica
(Botryotinia).

Estes sdo patogenos de plantas medicinais, olericolas, ornamentais, em culturas
de pomar a campo ou durante seu armazenamento. Esforcos consideraveis t€ém sido
aplicados para proteger os produtos contra Botrytis antes e ap0s a colheita. Inicialmente,
acreditava-se que este patdgeno ocorria apenas em locais de clima temperado, devido as
pesquisas feitas nestas regides e por costumeiramente ser encontrado nos vinhedos.
Atualmente sabe-se que este ndo se limita apenas a esta regido, ocorrendo onde seus
hospedeiros estejam crescendo, variando das regides tropicais as subtropicais até areas
mais frias. Nos diferentes patossistemas, a infec¢do ocorre na presenga de um filme de
agua sobre um tecido suscetivel da planta, uma vez que seus conidios s6 germinam em
altas umidades (ELAD et al., 2007).

Todas as variedades de maga sdo suscetiveis ao aparecimento da doenga. A
infeccdo normalmente ocorre por ferimentos produzidos durante o processo de colheita
e armazenamento. No entanto, este pode invadir os pedunculos ou a zona do calice do
fruto. A podridao causada ¢ de cor castanha e de textura firme, podendo ser observada
sobre ela tufos de esporos de cor cinza, nao sendo possivel fazer separacdo do tecido

sadio em relagdo ao tecido afetado.
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Figura 2. Sintomas e sinais de Botrytis cinerea (A); Conidioforo e conidios de Botrytis cinerea (B).
Fontes: (A) (0) pesquisador; (B) Disponivel em
<http://www.aphotofungi.com/ascomycetes_botrytis_cinerea_grey mould.html> acesso em: 03 de junho

2011.

Para o controle do mofo cinzento, recomenda-se a ado¢ao de medidas de carater
sanitario, como eliminar frutos contaminados, evitar danos durante os tratos culturais,
fazer a colheita em dias de menor umidade relativa, reduzindo a temperatura da fruta
colhida o mais rapido possivel (MONDINO et al., 2009).

Nao existem muitos produtos quimicos indicados para o controle da podridao,
no entanto, fungicidas a base de iprodione e benzimidazois sao utilizados apresentando

bons resultados (AGROFIT, 2003).

3.3. Produtos alternativos e suas aplicacoes

A crescente conscientizagdo mundial sobre os riscos do uso extremo de
agrotoxicos tem motivado a descoberta de novos sistemas de producdo mais
sustentaveis, diminuindo ou até mesmo extinguindo a utilizacdo dos produtos quimicos.
A producdo organica ou mesmo o manejo integrado de frutas vém sendo alternativas a
este cenario. Impulsionados principalmente pela demanda exterior, os produtores
nacionais vém mudando paulatinamente os sistemas de produc¢do, colocando de lado o
uso indiscriminado de quimicos em prol de seu uso consciente.

Desta forma, ndo apenas o meio ambiente e o consumidor sdo beneficiados, mas
o proprio produtor, uma vez que hd uma diminui¢do dos custos de producdo, seus
produtos podem ser vendidos a um preco diferenciado dos demais ¢ ha uma diminuigao
dos riscos a sua saude.

Certo ¢ que, além desta demanda social e crescente conscientizagdo, o modelo
trazido pela revolugdo verde, com o uso indiscriminado de produtos quimicos, comegou
a selecionar populagcdes de patdogenos cada vez mais resistentes a determinados
principios ativos. Com isso, a agricultura convencional se viu diante de um problema
solucionavel a partir da descoberta de novos principios ativos, encontrados em produtos

derivados da propria natureza.
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3.3.1. Compostos fenolicos

Os vegetais produzem uma grande quantidade de compostos organicos que
muitas vezes parecem nao ter uma fungdo direta em seu crescimento € no seu
desenvolvimento. Estas substincias sdo conhecidas como metabolitos secundarios ou
produtos secundarios, ndo apresentando agdo direta em processos como fotossintese,
respiragdo, transporte de solutos, na sintese de carboidratos, proteinas e lipidios (TAIZ
& ZEIGER, 2004). Sao conhecidos atualmente cerca de 170 mil metabdlitos
secundarios, sendo estes sintetizados constitutivamente em o6rgdos ou em estadios
especificos de desenvolvimento, ou tendo sua produgdo induzida por ataque de
herbivoros ou patdogenos (GERSHENZON et al.,2000).

As principais classes de metabolitos secundarios produzidos nas plantas,
utilizados como forma de defesa contra estresses bidticos e abidticos sdo os terpenos,
compostos fenolicos e compostos nitrogenados (TAIZ & ZEIGER, 2004). Os
compostos fendlicos sintetizados nas plantas apresentam efeitos protetores contra
exposicao aos altos niveis de radiacdo solar, infeccdo por bactérias ou fungos. Em
adicdao, os compostos fenolicos também sdo importantes para a estrutura celular, na
sinalizacdo e pigmentacdo (SHETTY et al., 2008).

Os compostos fenolicos sdo biossintetizados por meio de diferentes rotas. Duas
delas sdo rotas metabodlicas basicas: a rota do acido chiquimico e a rota do acido
malonico. Esta Ulltima, embora seja uma importante rota para producdo de metabolitos
secundarios em fungos e bactérias, ¢ menos expressiva em se tratando de plantas
superiores. A rota do acido chiquimico, presente em plantas, fungos e bactérias, nao ¢é
encontrada em animais, os quais ndo podem sintetizar trés aminoacidos aromaticos —
fenilalanina, tirosina e triptofano, importantes na sua dieta (TAIZ & ZEIGER, 2004). A
classe mais abundante dos compostos fendlicos deriva da fenilalanina, por meio da
eliminagdo de uma molécula de amonia para formagdo do acido cindmico, sendo esta
reacdo catalisada pela enzima fenilalanina amonia-liase (FAL). Talvez por isso esta
enzima seja a mais estudada no metabolismo secundario das plantas (BODE &
MULLER, 2003). A regulagdo da atividade da FAL é muito complexa, uma vez que
existem diversos genes que codificam esta enzima, sendo em alguns casos encontrados
apenas em tecidos especificos ou apenas sob certas condigdes ambientais

(LOGEMANN et al., 1995).
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Estes compostos possuem um ou mais grupos hidroxila ligados a um anel
aromatico, podendo ter diversos grupos substituintes, como carboxilas, metoxilas,
estruturas ciclicas ndo aromaticas, entre outros. Dentro das diversas classes de
compostos fendlicos existentes nos vegetais superiores, encontram-se 0s compostos nao
flavonoides como os acidos galico, protocatéico, cumarico, caféico e fertlico. Em outra
classe estdo os compostos flavonoides, como as flavononas, proantocianinas e
antocianidinas (FARAH & DONANGELO, 2006).

Segundo Shetty (2008), hé evidéncias que sugerem que a ingestdo de compostos
fenolicos via frutas e vegetais estd relacionada a reducdo dos riscos de se ter doengas
cronicas, como diabetes, doengas cardiovasculares e cancer. Um estudo feito com as
frutas mais consumidas indicou que a mac¢a ¢ aquela que apresenta o segundo maior
valor total de compostos fendlicos e a primeira em termos de compostos fenodlicos
soltveis. Os compostos fendlicos atuam também como antioxidantes eficazes, através
da eliminagdo de radicais livres pela capacidade que tem em doar os grupamentos
hidroxila posicionado ao redor do anel aromatico (BIANCHI & ANTUNES, 1999).

Sdo conhecidos alguns efeitos fungicidas de compostos fendlicos. YU &
ZHENG (2006); ALMEIDA (2007) e SANZANI et al. (2008), relataram a eficiéncia
dos acidos salicilico, caféico, fertlico, cindmico e giberélico contra fitopatdgenos,
atuando além do efeito fungicida direto, como indutores de resisténcia. O acido
salicilico reduziu o crescimento micelial em 64% e a germinacdo do fungo Monilinia
fructicola em 60%, a uma concentragdo de 2 mM (Yao & Tian, 2005). Fato também
relatado por Igbal, (2010), sobre Penicillium sp., o qual observou o efeito fungicida do
acido salicilico com reducdo de 60% e 100% na germinagdo de esporos quando
utilizado a 2 e 6 mM, respectivamente. Avaliando os efeitos do acido salicilico sobre a
qualidade dos frutos de mac¢ad armazenados sob refrigeracdo, Kazemi et al, (2011),
demonstraram que a imersao dos frutos em AS a 1,5 e 3 mM preservou importantes
caracteristicas como firmeza de polpa, solidos soliveis totais e ainda proporcionou
maior peso ¢ aumento na atividade de peroxidases. Faltam, no entanto, mais estudos
sobre os potenciais efeitos e as vias bioquimicas em que os diferentes acidos fenolicos

atuam.
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3.3.2. Sais inorganicos

Os sais minerais sdo substancias inorganicas, incapazes de serem produzidas
pelos seres vivos, e encontrados em larga escala na natureza. Os elementos minerais sdo
retirados do ar, da 4gua e do solo e desempenhardo fungdes determinadas dentro da
planta (MALAVOLTA, 1967). O célcio, por exemplo, ¢ um elemento mineral de grande
importancia, participando como constituinte da lamela média das paredes celulares,
como co-fator para algumas enzimas envolvidas na hidrolise de fosfolipideos e como
mensageiro secundario na regulagdo metabolica (TAIZ & ZEIGER, 2004).

Nao apenas as plantas os elementos minerais sdo necessarios. Todos os seres
vivos devem ingerir uma quantidade didria adequada de sais minerais, correndo o risco
de, ao ndo fazé-lo, causar um desequilibrio nos processos biologicos. O calcio ¢ um
elemento mineral fundamental também ao corpo humano, envolvido em importantes e
diversos processos metabolicos como a coagulagdo sangiiinea, excitabilidade muscular,
transmissao de impulsos nervosos, ativagdo enzimatica, entre outros (CASTILHO et al.,
2009).

Por exercerem diversos papéis bioquimicos e apresentarem potencial efeito
antifungico, os sais inorganicos vém sendo estudados no campo agrondmico como
forma de substituir-se a utilizagdo de fungicidas. Pesquisas como a de Nigro et al.
(2006), onde se observou que o tratamento de uvas de mesa cv. Itdlia com bicarbonato
de soédio e com cloreto de calcio, por pulverizagao, diminuiu a podridao causada por B.
cinerea em torno de 37% e 50%, respectivamente, servem de estimulo as novas
pesquisas com sais. Gabler & Smilanick (2001) confirmaram efeitos semelhantes para
B. cinerea, aplicando bicarbonato de sodio, a 3%, em uvas Thompson, obtendo
reducdes de 50% da podriddo ocasionada quando pulverizado. Além disto, outros
diversos trabalhos tém reconhecido a potencial atividade antimicrobiana dos sais
inorganicos, tais como os observados por BROWN et al., (1996); HERVIEUX et al.,
(2002); DROBY et al., (2003) e CONWAY et al., (2007).

Somado a todos estes fatores e ainda, pelo baixo custo dos produtos, facilidade
de aquisi¢dao, ampla aceitacdo pelos consumidores, com baixo impacto ambiental em

concentragdes efetivas, estes aparecem como boas alternativas ao controle de podriddes.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1. Obtencao dos isolados

Os fitopatogenos P. expansum e B. cinerea foram isolados de frutos de maca
infectados e cedidos pela pesquisadora Dra. Rosa Maria Valdebenito Sanhueza e
armazenados na colecdo do Laboratério de Fitopatologia da Universidade Federal de
Santa Catarina. Os isolados foram crescidos em meio de cultura Batata-Dextrose-Agar
(BDA) e mantidos a 25°C, sob luz fluorescente.

P. expansum foi repicado periodicamente. As suspensdes de esporos (1 x 10° ou
1 x 10* esporos/mL) foram obtidas de culturas com duas semanas de idade, utilizando-
se agua destilada estéril (testes in vivo) ou suco de maga 4%, filtrado e estéril (testes in
Vitro).

B. cinerea foi repicado periodicamente. As suspensdes de esporos (1 x 10° ou 1
x 10" esporos/mL) foram obtidas de culturas com quatro semanas de idade, utilizando-

se agua destilada estéril.

4.2. Obtencao dos produtos

Os éacidos fendlicos (cinamico [CoHgO;], fertlico [CioH004], galico [C7H¢Os],
salicilico [C7H¢O3] e vanilico [CgHsO4]) foram adquiridos juntos a empresa Sigma, e
utilizados em diferentes concentragdes, em diferentes experimentos. Para a dissolucao
dos acidos ferulico ¢ salicilico, utilizou-se etanol a 0,75%. Para a dissolucao do acido
cinamico, utilizou-se acetona a 0,75%. Os demais acidos foram dissolvidos utilizando-
se agua destilada.

Os sais inorgéanicos (bicarbonato de sodio, carbonato de potassio e cloreto de
calcio) utilizados foram adquiridos junto as empresas Cromato ¢ Vetec, ¢ dissolvidos

em agua destilada.

4.3. Obtenciao dos frutos

Os frutos de maca (Malus domestica Borkh cv. Fuji) foram cedidos pela
Cooperativa COOPERSERRA do estado de Santa Catarina, ¢ mantidos em camara fria

a 4°C até sua utilizacdo. Antes dos testes, os frutos passaram por um processo de
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desinfesta¢do, sendo imersos em solu¢do com cloro ativo 0,5% por 2 minutos, lavados

cm égua corrente € Secos ao ar.

4.4. Esquema geral dos bioensaios para verificar a influéncia dos produtos

sobre a germinacao de esporos de B. cinerea e P. expansum

De modo a se verificar os efeitos de diferentes compostos organicos e
inorganicos sobre a germinag¢do de fungos de pods-colheita, realizou-se uma série de
testes in vitro. Estes foram feitos utilizando-se laminas escavadas, adicionando-se 20 pL.
de suspensdo de esporos de Penicillium expansum ou Botrytis cinerea (1x10°
esporos/mL), a 25 uLL de um tratamento presente em cada cavidade da lamina. Apos a
preparacao das laminas, estas foram dispostas no interior de placas de Petri e incubadas
durante um periodo de 24 horas, com fotoperiodo de 12 horas de luz a uma temperatura
de 25°C + 1°C sob alta umidade relativa. Foram feitas ao menos 4 repetigdes por
tratamento nos diferentes experimentos. Em cada repeti¢do, representada por uma
cavidade da lamina escavada, foram avaliados 100 esporos quanto a percentagem de
germinagdo, e 20 esporos quanto ao comprimento do tubo germinativo, com auxilio de

microscopio Optico e ocular micrométrica.

4.4.1. Efeito de acidos fendlicos sobre a germinacio dos fungos

Foram realizados quatro bioensaios in vitro utilizando-se acidos fenolicos. No
primeiro, foram testados os acidos cindmico, ferulico, gélico, salicilico e vanilico nas
concentragdes de 1 mM e 5 mM sobre a germinagdo do fungo Penicillium expansum.
Como testemunha, utilizou-se agua destilada e etanol 0,5%. Em um segundo,
experimento foram avaliados os mesmos acidos, nas mesmas concentragdes, sobre a
germinacdo de B. cinerea. Posteriormente, avaliou-se o efeito dos acidos cinamico e
salicilico, a uma concentragdo de 5 mM, contra os fungos B. cinerea ¢ P. expansum,
comparando-os com o efeito do etanol (0,75%) e da acetona (0,75%). Por fim, avaliou-

se o efeito dos acidos fenolicos a 2,5 mM sobre P. expansum.
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4.4.2. Efeito de sais inorganicos sobre a germinacao dos fungos

Realizaram-se trés bioensaios in vitro utilizando-se sais minerais. No primeiro
foram testados bicarbonato de sodio, carbonato de potéassio e cloreto de calcio nas
concentragdes de 0,75%, 1,5% e 3% sobre a germinagcdo do fungo Penicillium
expansum, utilizando-se agua destilada como testemunha.

Em um segundo experimento, avaliaram-se 0s mesmos sais, nas mesmas
concentragdes, sobre a germinagdo do fungo Botrytis cinerea.

Em um terceiro momento, para se confirmar os resultados encontrados, foram
testados os mesmos sais, nas mesmas concentragdes, contra ambos os fungos B. cinerea

e P. expansum.

4.5. Esquema geral dos ensaios para verificar o efeito protetor, curativo e

erradicante dos produtos naturais contra a podridao de P. expansum

Apos a desinfestagdo dos frutos, estes foram distribuidos em bandejas plasticas
com dimensdes (mm) de 400x270x133, colocando-se quatro frutos por bandeja. Com
auxilio de uma agulha padronizada, apresentando 5 mm de comprimento ¢ 1 mm de
diametro, foram feitos dois ferimentos na regido equatorial de cada fruto. Foram
realizadas 4 repetigdes para cada tratamento, e a parcela experimental foi constituida
por uma bandeja contendo 4 frutos.

Nos ensaios de protecdao, os frutos foram inicialmente tratados através da
imersdo em solugdo contendo um tratamento por 3 minutos. Posteriormente, apos a
secagem, realizou-se a inoculagdo dos frutos através da imersdo dos frutos em
suspensdo de esporos (1x10° esporos/mL) de P. expansum por 2 minutos. As bandejas
contendo os frutos tratados e inoculados foram incubadas a 25°C + 1°C durante todo o
periodo experimental, sendo mantidas em escuro.

Os ensaios curativos foram feitos com os frutos primeiramente sendo inoculados
e depois recebendo os tratamentos. A inoculagdo foi através da imersao dos frutos em
suspensdo de esporos (1x10° esporos/mL) de P. expansum. Apds a secagem, os frutos
foram tratados por imersdo, fechando-se as bandejas e incubando-as a 25°C + 1°C
durante todo o periodo experimental, sob condigdes de escuro.

Nos ensaios de erradicagdo, os frutos foram imersos em misturas de um

determinado tratamento com a suspensio de esporos (1 x 10* esporos/mL) de P.
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expansum por 2 minutos. As bandejas contendo os frutos tratados e inoculados foram
incubadas nos moldes dos ensaios protetores ou curativos.

Para avaliar a severidade da podridao, mediu-se o didmetro horizontal e vertical
das lesdes dos frutos, utilizando-se uma régua com precisdo de milimetros. As medidas
foram tomadas a cada 4 dias, iniciando-se a avaliagao quando os frutos apresentaram os
primeiros sintomas da doenga (3° dia apds a inoculagdo). A partir do valor médio do
diametro das lesdes ao longo do tempo, em cada bandeja, construiu-se a Area Abaixo da
Curva de Progresso da Doenca (AACPD) para cada repeti¢do, conforme Shaner &
Finney apud De Capdeville (2002): AACPD=X[(y.+y., )/2 X (t, -t)], onde y. representa
o didmetro medio da lesdo no tempo t, em dias, e y.,, € o didmetro da leséo no tempo

t

i+1°

4.5.1. Efeito protetor, curativo e erradicante dos acidos fenolicos contra a

podridao causada por P. expansum

Foram realizados trés bioensaios in vivo para se testar o efeito dos acidos
fendlicos contra P. expansum. Em um primeiro momento, testaram-se os acidos
fenolicos cinamico, fertlico, galico, salicilico e vanilico na concentracdo de 10 mM
contra o fungo P. expansum, de modo preventivo. Utilizou-se agua destilada como
testemunha e a imersao como forma de tratamento e inoculacdo. Para se avaliar o efeito
erradicante, os mesmos acidos fenodlicos foram testados na concentragdao de 2,5 mM,
contra o fungo P. expansum, valendo-se da metodologia da mistura entre tratamento e
suspensao de esporos para a aplicagdo. Por fim, para se avaliar o efeito curativo, testou-
se estes acidos fendlicos a uma concentragdo de 5 mM contra o fungo Penicillium
expansum. Utilizou-se agua destilada como testemunha, sendo os frutos inoculados e

tratados através da imersdo dos frutos.

24



4.5.2. Efeito protetor, curativo e erradicante dos sais inorganicos contra a

podridao causada por P. expansum

Foram realizados trés bioensaios in vivo para se testar os diferentes efeitos dos
sais inorganicos contra P. expansum. Em um primeiro momento foram testados os sais
inorganicos bicarbonato de sodio, carbonato de potassio e cloreto de calcio nas
concentragdes 0,75%, 1,5% e 3% contra o fungo Penicillium expansum,
preventivamente. Utilizou-se agua destilada como testemunha e a imersao como forma
de tratamento e inoculagdo. Para avaliar o efeito erradicante, posteriormente, solugdes
dos sais nas concentragdes de 1,5% e 3% foram misturadas com a suspensdo de esporos
de P. expansum (1 x 10" esporos/mL). Finalmente, para se avaliar o efeito curativo,
utilizaram-se os mesmos sais inorganicos nas concentragdes de 0,75%, 1,5% e 3%,
contra o fungo Penicillium expansum. Valeu-se de dgua destilada como testemunha e da

forma de imersao para a inoculagdo e o tratamento dos frutos.

4.6. Analise estatistica

Com auxilio do software Statistica 6.0, os dados foram submetidos ao teste de
Levene para verificar a homogeneidade das variancias dos tratamentos. Em caso
positivo, realizou-se a analise de variancia e o respectivo F-teste (5%).

Na avaliag¢do dos testes qualitativos, quando o F-teste foi significativo, fez-se o
teste de separacdo de médias de Tukey ao nivel 5% de significancia.

Para verificagdo do efeito de doses dos sais inorgénicos, aplicou-se a analise de
regressao linear pelo software Sisvar 5.0 (DEX/UFLA), observando o modelo que
melhor se ajustava aos resultados, com base nos valores do teste-t ao nivel de
significancia de 5%.

Os graficos foram construidos com o auxilio do software Microsoft® Excel

2007.
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5. RESULTADOS

5.1. Efeito de acidos fenoélicos sobre a germinaciao dos fungos Botrytis cinerea e

Penicillium expansum

Utilizando-se os acido fenolicos a 1 mM, o acido cinamico e o acido salicilico
reduziram significativamente a germinacdo de esporos de P. expansum, e provocaram
um retardamento na elongac¢do do tubo germinativo dos poucos esporos germinados
(Figura 3). Os demais 4acidos utilizados apresentaram efeitos fungicidas, diminuindo a
germinagdo dos fungos mesmo que de forma menos significativa e retardando

consideravelmente o crescimento do tubo germinativo (Figura 3).
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Figura 3. Porcentagem de germinagdo ¢ comprimento do tubo germinativo do fungo P. expansum na
presenca de compostos fenolicos a 1 mM. Médias com letras iguais ndo diferem entre si pelo teste de

Tukey 5%. CV germinagédo (%): 9,4; CV comprimento tubo (%): 16,0.

Quando utilizados a 2,5 mM, foi observado o mesmo padrao de inibigdo para
todos os acidos fenodlicos utilizados, o quais retardaram, em alguns casos, o crescimento
do tubo germinativo, sendo que o acido cindmico e o &cido salicilico inibiram

completamente a germinacao de P. expansum (Figura 4).

26



120 . 250
a Germinagdo M Comprimento Tubo
A -
100
i B —zoo\%
ey B
£ 80 c L b ~E—. 2
=
‘a T c c 150 2
& 60 ]
z - 100 £
40 o
& w0 E
s0 &
20 A E
D d D d 8
0 0

Agua destilada Ac.Cindmico Ac.Ferrulico Ac.Gélico Ac.Salicilico Ac.Vanilico

Tratamentos

Figura 4. Porcentagem de germinagdo ¢ comprimento do tubo germinativo do fungo P. expansum na
presenca de compostos fendlicos a 2,5 mM. Médias com letras iguais ndo diferem entre si pelo teste de

Tukey 5%. CV germinagédo (%): 6,2; CV comprimento tubo (%): 8,4.

Novamente os compostos fendlicos que apresentaram melhores resultados,
quando testados na concentracdo de 5 mM, foram os 4cidos cindmico e salicilico,
inibindo completamente a germinacao dos esporos do fungo Penicillium expansum. Em
relagdo aos demais acidos utilizados, o acido vanilico e o 4cido fertlico apresentaram
resultados satisfatorios, inibindo a germinagdo em torno de 20% e 40%,

respectivamente (Figura 5).
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Figura 5. Porcentagem de germinagdo e comprimento do tubo germinativo do fungo P. expansum na
presenca de compostos fendlicos a 5 mM. Médias com letras iguais ndo diferem entre si pelo teste de

Tukey 5%. CV germinacdo (%): 11,5; CV comprimento tubo (%): 11,3.

Do mesmo modo que ocorreu para P. expansum, os compostos fenolicos que
mais inibiram a germinacdo do fungo B. cinerea foram os acidos cinamico, fertlico e

salicilico a 5 mM, proporcionando redugdes superiores a 90% (Figura 6). O 4cido
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vanilico ndo teve efeito significativo sobre a

germinagao,

mas reduziu

consideravelmente o comprimento do tubo germinativo do fungo, quando utilizado na

maior concentracao (Figura 6).
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Figura 6. Porcentagem de germinagdo e comprimento do tubo germinativo do fungo B. cinerea na

presenca de compostos fenolicos a 1 ¢ 5 mM. Médias com letras iguais ndo diferem entre si pelo teste de

Tukey 5%. CV germinagédo: 7,0; CV(%) comprimento: 7,9.

Por fim, constatou-se, de maneira geral, que o efeito dos solventes organicos,

etanol e acetona quando utilizados a 0,75%, sobre os fungos B. cinerea e P. expansum,

foi muito pequeno quando comparado com o efeito dos acidos cindmico e salicilico

tanto na germinacdo desses fungos (Figura 7) como no comprimento dos tubos

germinativos (Figura 8).
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Figura 7. Porcentagem de germinagdo dos fungos B. cinerea e P. expansum na presenca de compostos

fenodlicos e solventes organicos. Médias com letras iguais ndo diferem entre si pelo teste de Tukey 5%.

CV (%) germinag@o B. cinerea: 2,9; CV(%) germinacdo P. expansum: 5,9.
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Figura 8. Comprimento do tubo germinativo dos fungos B. cinerea ¢ P. expansum na presenca de
compostos fendlicos e solventes organicos. Médias com letras iguais ndo diferem entre si pelo teste de

Tukey 5%. CV (%) germinagdo B. cinerea: 16,8; CV (%) germinagdo P. expansum: 20,0

5.2. Efeito de sais inorganicos sobre a germinac¢ao dos fungos Botrytis cinerea e

Penicillium expansum

No primeiro experimento realizado com sais inorganicos, foram testados os
sais bicarbonato de sodio, carbonato de potassio e cloreto de célcio, a 0,75%, 1,5% e 3%
sobre a germinagdo de Penicillium expansum. Os tratamentos com bicarbonato de sodio
foram aqueles que apresentaram maiores efeitos inibitorios, chegando a reduzir em
quase 100% a germina¢do quando aplicado em doses elevadas. Em relagdo ao carbonato
de potassio, pode-se observar que, a exemplo do bicarbonato de so6dio, quanto maior a
dose aplicada maior sua atuagdo sobre o fungo, diferindo do cloreto de célcio que pouco

afetou a germinagao do fungo (Figura 9).
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Figura 9. Porcentagem de germinacdo de esporos de P. expansum na presenca de diferentes doses de sais
inorganicos. Houve efeito de doses e de tratamento pelo F-teste, ao nivel de significancia 5%. R?

significativo, pelo teste-t, ao nivel de 5% de significancia. CV(%): 8,20.

Repetindo-se esse experimento, foram encontradas as mesmas tendéncias gerais
para todos os sais, ou seja, o bicarbonato de sodio quando aplicado em altas
concentragdes reduziu em quase 100% a germinacao de P. expansum. O mesmo ocorreu
para o sal carbonato de potassio, diferindo da aplicagdo de cloreto de célcio, onde a
reducdo de germinacao do fungo ndo foi muito expressiva (Figura 10A).

Houve ainda, mediante aplicagdo dos sais bicarbonato de sodio e carbonato de
potassio, uma diminuicdo no comprimento do tubo germinativo dos esporos
remanescentes. Com aplicacao do cloreto de célcio, ha um retardamento no crescimento
do tubo germinativo de forma menos expressiva, sendo que a concentracdo 0,75%,

dentre as concentracdes utilizadas, foi a que mais reduziu o comprimento do tubo

germinativo (Figura 10B).
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Figura 10. Porcentagem de germinacdo de esporos (A) e comprimento do tubo germinativo (B) de P.
expansum na presenca de diferentes doses de sais inorganicos. Houve efeito de doses e de tratamento pelo
F-teste, ao nivel de significancia 5%. R? significativo, pelo teste-t, ao nivel de 5% de significancia. CV

germinacdo: 15,5; CV(%) comprimento: 9,0.

Notou-se que, de modo similar ao encontrado para P. expansum, os sais minerais
também exerceram efeitos fungicidas sobre o fungo B. cinerea, principalmente o
bicarbonato de sédio a 3% e o carbonato de potassio a 1,5% e 3%. O cloreto de calcio,
no entanto, nao apresentou resultados estatisticamente relevantes (Figura 11A).

Os tratamentos que mais inibiram a germinacdo do fungo foram aqueles que
menos restringiram o desenvolvimento do tubo germinativo, principalmente quando
aplicados em baixas concentragdes. Nota-se que, mesmo nao possuindo um efeito sobre
a germinagdo, o cloreto de calcio diminuiu o desenvolvimento do tubo germinativo de

B. cinerea em relagdo a testemunha (Figura 11B).
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=== Cloreto de Cilcio

Germinagiio (Vo)
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Figura 11. Porcentagem de germinagdo de esporos (A) e comprimento do tubo germinativo (B) de B.

cinerea na presenga de diferentes doses de sais inorganicos. Houve efeito de doses ¢ de tratamento pelo

F-teste, ao nivel de significancia 5%, exceto para o cloreto de calcio sobre a germinagdo. R? significativo,

pelo teste-t, ao nivel de 5% de significancia. CV germinacédo: 9,8; CV(%) comprimento: 12,0.

Repetindo-se o experimento, encontraram-se as mesmas tendéncias gerais de

inibi¢do da germinacdo de esporos do fungo B. cinerea, ou seja, aumentando-se as

concentragdes de bicarbonato de sddio e carbonato de potassio, houve uma inibi¢do da

germinacdo em quase 100% (Figura 12A). Novamente, o cloreto de célcio foi o sal que

pouco reduziu a germinagdo do fungo (Figura 12A).

O mesmo se observou em relagcdo ao desenvolvimento do tubo germinativo do

fungo, ou seja, quanto maior a dose aplicada dos sais bicarbonato de soédio e carbonato

de potassio, menor o comprimento do tubo germinativo (Figura 12B).

— Bicarbonatoda Sodio: y=11,8x%- 62,37 +92, 45 (R*=1)
""""" Carbonatoda Potdssio: v=12,74x*- 67,09x+90,91 (R*=0,9930)
== Clorsto ds Caeio: y=35, 16~ 19,115+ 93,80 (0.8812)

Germinagiio (%)

0 075 1 * |

Doses de sais inorgdnicos (%)

— Bicarbonatoda Sodio: y=63,34x* - 326,08x + 438,84 (R*=0,99%)
1y =63,31x- 323,76x +438 31 (R*=0,99%)
=== Clorato de Calcio: y=-110,72x*+406,78x+ 378,67 (R*=0,6243)

0

075 15 225 3

Doses dos sais inorganicos (%)

B

Figura 12. Porcentagem de germinagdo de esporos (A) e comprimento do tubo germinativo (B) de B.

cinerea na presenga de diferentes doses de sais inorganicos. Houve efeito de doses e de tratamento pelo

F-teste, ao nivel de significancia 5%. R? significativo, pelo teste-t, ao nivel de 5% de significancia. CV

germinacdo: 10,2; CV(%) comprimento: 4,9.
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5.3. Efeito protetor, curativo e erradicante de acidos fendlicos sobre a podridao

causada pelo fungo Penicillium expansum

Em um primeiro momento, testou-se a eficiéncia dos acidos cinamico, ferulico,
galico, salicilico e vanilico a 10 mM contra o fungo P. expansum, sendo observadas
diferengas estatisticas entre os tratamentos aplicados e a testemunha. Pode-se observar,
que os acidos cinamico, galico e salicilico aumentaram significativamente a severidade
da podridao. Este fato pode estar relacionado a alta dose utilizada destes acidos,

deixando os frutos mais suscetiveis ao ataque do patégeno (Figura 13).
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Aguadestilada  Ac.Cindmico Ac.Galico Ac.Vanilico Ac.Ferrulico Ac.Salicilico
Tratamentos

Figura 13. Severidade da podridio de P. expansum (1x10° esporos/mL) em frutos de maci tratados com
acidos fenodlicos, a 10 mM, de forma preventiva. Médias com letras iguais ndo diferem entre si pelo teste

de Tukey 5%. CV(%): 18,3.

Também ndo se observou controle frente ao desenvolvimento do fungo quando
os frutos foram tratados curativamente com os acidos fenolicos a 5 mM, por imersao
(Figura 14). No entanto, pode-se observar que, mesmo ndo havendo controle, os

mesmos ndo aumentaram significativamente a severidade da podridao (Figura 14).
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Figura 14. Severidade da podridio de P. expansum (1x10° esporos/mL) em frutos de maci tratados com

acidos fendlicos, a 5 mM, de forma curativa. Teste F ndo significativo a 5%. CV (%): 7,1.

Finalmente, quando se testou o efeito erradicante dos éacidos fendlicos a uma
concentragdo de 2,5 mM, houve reducdo significativa da incidéncia e da severidade da
podridao de P. expansum em frutos tratados com acido salicilico. Os demais &cidos ndo

apresentaram efeito erradicante (Figura 15).
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Figura 15. Severidade da podridio de P. expansum (1x10° esporos/mL) em frutos de maci tratados com
acidos fendlicos, a 2,5 mM, de forma erradicante. Médias com letras iguais ndo diferem entre si pelo teste
de Tukey 5%. CV(%): 18,0.
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5.4. Efeito protetor, curativo e erradicante de sais inorganicos sobre o controle

da podridao causada pelo fungo Penicillium expansum

Em um primeiro momento, testaram-se os sais bicarbonato de sdédio, carbonato
de potassio e cloreto de célcio, nas concentragdes de 0,75%, 1,5% e 3%, contra o fungo
P. expansum, preventivamente. Neste caso, a severidade da podridao em frutos tratados
com bicarbonato de sédio ou cloreto de célcio ndo diferiu significativamente da
severidade da testemunha. No entanto, houve efeito significativo de doses para o
carbonato de potassio: a 0,75% e 1,5%, o sal reduziu a doenga, mas a 3% houve o

aumento da severidade da podridao (Figura 16).

Bicarbonato de Sodio

--------- Carbonato de Potassio:y=4.98x*- 3.88x + 16,75 (R*=0.9915)

— - —- - Cloreto de Calcio

PD

2l
-

AA(

0 0,75 1.5 2,25 3

Doses de sais inorganicos (%0)

Figura 16. Severidade da podridio de P. expansum (1x10° esporos/mL) em frutos de maci tratados com
sais inorganicos de forma preventiva. Houve efeito de doses apenas para o carbonato de potassio pelo F-
teste, ao nivel de significancia 5%. R? significativo, pelo teste-t, ao nivel de 5% de significancia. CV (%):

17,76.

Quando os sais foram misturados ao inéculo de P. expansum para o tratamento
dos frutos, observou-se que o cloreto de célcio a 1,5% reduziu em cerca de 25% a
severidade da doenga causada pelo fungo P. expansum, ndo diferindo, entretanto,

estatisticamente da testemunha (Figura 17).
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Figura 17. Severidade da podridio de P. expansum (1x10° esporos/mL) em frutos de maci tratados com
sais inorganicos de forma erradicante. Médias com letras iguais ndo diferem entre si pelo teste de

separacdo de medias de Tukey 5%. CV (%): 12,5.

Por fim, testou-se o efeito curativo dos sais bicarbonato de sodio, carbonato de
potéssio e cloreto de célcio sobre a podriddo de P. expansum. Nao se encontrou, no
entanto, diferengas estatisticas entre os tratamentos empregados e a testemunha utilizada

(Figura 18).
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Figura 18. Severidade da podridio de P. expansum (1x10° esporos/mL) em frutos de maci tratados com

sais inorganicos de forma curativa. Teste F ndo significativo a 5%. CV (%): 4,8.
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6. DISCUSSAO

As plantas produzem uma grande quantidade de compostos secundarios, sendo
encontrado em varios deles o grupamento fenol, caracterizando os compostos fendlicos.
Extratos obtidos de plantas, contendo estas substancias, tém demonstrado eficiéncia no
controle de fitopatdogenos. Estes compostos possuem tanto acdo direta sobre
microorganismos, inibindo o crescimento ¢ desenvolvimento dos mesmos, como indireta,
ativando mecanismos de defesa vegetal (SCHWAN-ESTRADA, 2002).

No presente trabalho, os 4cidos fendlicos cinamico, ferulico, salicilico e vanilico
reduziram significativamente a germina¢do dos fungos B. cinerea e P. expansum
quando realizados ensaios in vitro. O acido salicilico foi o que apresentou o maior efeito
antifungico, inibindo a germinac¢do de esporos de P. expansum em cerca de 100%
quando utilizado a partir da concentracdo de 1 mM. Da mesma forma, o acido salicilico
inibiu a germinagao de B. cinerea, em torno de 80% a 1 mM e 100% a 5 mM.

Por outro lado, quando utilizados de forma preventiva, visando a prote¢ao dos
frutos de maca, através da inducgdo de resisténcia ou mesmo do efeito fungicida direto,
os frutos tratados com os acidos cindmico, géalico e salicilico apresentaram maior
severidade do bolor azul, diferindo significativamente da testemunha, o que indica um
maior desenvolvimento do fungo P. expansum naqueles ferimentos. Isso pode estar
relacionado ao fato da alta dose empregada nesse teste (10 mM), uma vez que, mesmo
sabendo-se que os acidos fenolicos atuam na inibigdo de certos processos oxidativos,
isso ndo significa que eles sempre protegerdo as células e os tecidos de todo os tipos de
danos oxidativos, podendo atuar, em certas condigdes, como agentes pro-oxidativos,
degenerando as células mais rapidamente (DECKER, 1997).

Dessa forma, nos testes subseqiientes com frutos, os acidos fendlicos foram
utilizados em concentragdes menores para se evitar qualquer tipo de fitotoxidez. A 2,5
mM, o acido salicilico apresentou forte efeito erradicante sobre Penicillium expansum,
confirmando, de certo modo, os resultados encontrados nos ensaios in vitro. Frutos de
magad tratados com uma mistura de acido salicilico e esporos de P. expansum
apresentaram reducdo da severidade da podriddo em mais de 90%, ndo havendo
sintomas de fitotoxidez.

Os demais acidos fendlicos ndo apresentaram efeito erradicante, incluindo-se o
acido cinamico, o qual, a exemplo do acido salicilico, apresentou elevada atividade

antifingica in vitro a 2,5 mM. Com isso, a agdo direta sobre o fitopatdgeno pode ndo ser
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0 Unico mecanismo de acdo do 4cido salicilico contra a podriddo de P. expansum nos
testes erradicantes.

Kazemi et al. (2011) mostraram que a aplica¢do de acido salicilico aumentou
significativamente a producdo de enzimas superoxido dismutase e peroxidases em
frutos de maga, diminuindo a oxidagao do acido ascorbico, responsavel por capturar e
neutralizar espécies reativas de oxigénio, mantendo caracteristicas fisicas do fruto como
firmeza de polpa ¢ menor perda de peso. Esses tipos de agdo poderiam auxiliar na
reducdo de podriddes promovida pelo acido salicilico, a exemplo do ocorrido com o
bolor azul.

Yu & Zheng (2006), trabalhando com o écido salicilico e leveduras contra o
fungo P. expansum, mostraram que o acido salicilico possui efeito fungicida in vitro
quando aplicado em uma concentracdo maior que 100 ppm (aproximadamente 0,6 mM).
No entanto, quando aplicado preventivamente nos frutos de ma¢a, o mesmo efeito nao
foi observado, o que esta em concordancia com os resultados encontrados no presente
trabalho. Por outro lado, constatou-se que o acido salicilico, quando combinado com a
levedura Cryptococcus laurentii, aumentou a atividade de enzimas de defesa dos frutos,
tal como peroxidases, fenilalanina amdnia-liase e lipoxigenases, indicando que o acido
salicilico contribuiu significativamente para aumentar o controle exercido por C.
laurentii (YU & ZHENG, 2006). Os autores acreditam que, quando C. laurentii é
misturado a uma concentracao adequada de acido salicilico (I mM), ha uma rapida e
forte inducdo destas reacdes defensivas, sendo que C. laurentii agiria como um
patégeno em contato com o fruto e o acido salicilico como um catalisador.

MO et al. (2008), tratando frutos do conde com acido salicilico a 0,8 mM,
observaram diminui¢dao nas taxas de respiragao dos frutos, bem como a produgdo de
etileno, agindo como um antioxidante, podendo, desta forma, retardar o
amadurecimento do fruto de maca (climatérico), aumentando seu tempo de prateleira,
além de sustentar a firmeza dos tecidos epidérmicos e de polpa por mais tempo,
evitando a deterioracdo e entrada de patogenos. Outros trabalhos relatam que o
tratamento com acido salicilico, a partir da aspersao, pode reduzir o apodrecimento de
frutos de banana, nectarina, peras, kiwi ¢ maca (BAXBER et al., 2001; YAN & SHEN,
1998 apud MO et al., 2008; REGLINSKI et al., 1997), além de diminuir as injlrias
causadas pelo frio em tomate e pepino armazenados sob baixa temperatura (HAN et al.,

2002 apud MO et al., 2008).
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Estes resultados podem estar relacionados ao fato de que o acido salicilico, por
ser um composto fendlico presente na maioria das plantas, apresentando agdo
reguladora de crescimento, atividade antioxidante, participando do fechamento
estomatico e da permeabilidade das membranas, poderia atuar, de algum modo, também
na inducao de resisténcia (ARFAN, 2009). Atuando como indutor de resisténcia contra
doencas foliares, o 4cido salicilico em sua forma ativa, ¢ responsavel na via de
acionamento de genes que codificam para um aumento no numero de proteinas
relacionadas a patogénese. Em sua forma conjugada (glicosideo do 4cido salicilico), no
entanto, ele ¢ inativo, constituindo-se em fonte de reserva para suprir futuras demandas
nos mecanismos de resisténcia contra novas infec¢des que possam surgir (Klessing,
1994 apud Vieira & Valle, 2006). Isso ficou comprovado em um experimento feito por
Vieira & Valle (2006) que, ao aplicar um produto a base de 4cido salicilico em mudas
de cacau suscetiveis a vassoura de bruxa (Moniliophtora perniciosa) 30 dias antes da
inoculagdo, encontraram reducdo de 50% na intensidade da doenca. Este fato também
foi comprovado em plantas de feijdo que, mediante aspersao de acido salicilico 0,01 M
nas plantulas (estddio V2), exibiram maior atividade da beta- 1,3 glucanases e
quitinases, o que resultou em menor severidade da doenca causada pelo fungo
Colletotrichum lindemuthianum (CAMPOS et al., 2009).

Sanzani et al. (2008) pesquisaram o efeito de sete compostos fendlicos, entre
eles o 4cido ferulico, a 5 mM, sobre o fungo P. expansum e sobre a podridao de frutos
por ele ocasionada. Observaram que a maioria dos tratamentos empregados ndo teve
efeito sobre a germinacdo do fungo, sendo que apenas a quercetina apresentou uma
reducdo significativa na germinagdo do fungo. No entanto, mesmo ndo reduzindo a
germinagdo do fungo in vitro e a incidéncia e severidade da podriddo in vivo, o acido
feralico reduziu o acumulo de patulina nos frutos de magca.

Essa lacuna aparente entre o crescimento e acimulo de patulina pode ser
atribuida a influéncia desses compostos fenolicos na via de biossintese da toxina ou no
metabolismo secundario do fungo, ao invés do primario (SANZANI et al., 2008). Outra
explicacdo pode estar ligada ao fato de que, mesmo as concentragdes testadas serem
suficientes para a reducao dos niveis de patulina, ndo foram suficientes para a redugdo
do desenvolvimento do patéogeno. Mossini et al., (2004) encontraram resultados
similares quando testaram o extrato de folhas de neem, que possui uma grande
quantidade de compostos fenodlicos, especialmente quercetina, contra o fungo P.

expansum.
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Utilizando os 4cidos cindmico, ferulico, gélico, salicilico e wvanilico
curativamente, no entanto, ndo foram observadas diferengas significativas na AACPD
dos tratamentos em relagdo a testemunha, indicando que o tratamento ndo surtiu efeito
quando o processo infeccioso ja fora iniciado. Isto pode ser relacionado ao fato que
diferentes niveis de controle podem estar ligados aos diferentes mecanismos
bioquimicos que influenciam o tecido da maga a decadéncia (SPOTTS et al., 1999).

Por sua vez, os sais minerais também apresentaram efeito antimicrobiano sobre
P. expansum e B. cinerea. O bicarbonato de sodio e o carbonato de potassio, quando
utilizados na dose de 3%, inibiram em cerca de 90% a germinagdo de P. expansum € B.
cinerea, sendo pequeno o efeito demonstrado pelo cloreto de calcio na germinagao de P.
expansum € nulo na germinagdo de B. cinerea, em bioensaios feitos in vitro.

Ao se fazer experimentos in vivo, quando os tratamentos foram aplicados de
forma curativa e erradicante, ndo se percebeu diferenca estatistica entre eles, uma vez
que possivelmente ndo houve tempo suficiente para que o bicarbonato de so6dio ¢ o
carbonato de potassio atuassem sobre o patdgeno, seja pela agdo direta ou pela pressao
osmodtica.

Neste trabalho, quando utilizadas preventivamente, as maiores doses dos sais
cloreto de calcio e carbonato de potdssio ocasionaram aumento na severidade da
doenca. Isto pode estar relacionado a um estresse causado pelas concentragdes salinas
utilizadas, o que ocorreria por osmose ou pela toxicidade dos ions presentes na solugao,
gerando espécies reativas ao oxigénio provocando a peroxidacdo lipidica, a degradagdo
de proteinas e até mutagdo de DNA (ALSCHER et al., 1997; MITTLER, 2002).

Quando os tratamentos foram feitos de forma preventiva, houve pequenas,
porém estatisticamente irrelevantes diferengas no controle da podridao de P. expansum,
destacando-se a utilizacdo do bicarbonato de sodio e carbonato de potéssio a 0,75%.
Isso pode estar relacionado ao fato de resquicios salinos estarem presentes nos frutos
tratados preventivamente, desempenhando atividade antifingica, atrasando o processo
de infecgdo. No teste erradicante, esses sais permaneceram pouco tempo em contato
com os esporos fungicos, o que resultou em baixo nivel de controle da podridao, apesar
da elevada atividade antifingica dos mesmos.

Ja o cloreto de calcio, apesar de ndo apresentar atividade direta sobre os fungos,
proporcionou uma diminui¢cdo na severidade média da podriddao de P. expansum em
frutos de maca, no teste erradicante, embora ndo estatisticamente significativa. Houve

um decréscimo de 25% na AACPD observada quando se tratou as mag¢ds com uma
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mistura de esporos e cloreto de célcio a 1,5%. Berton ef al. (1992) e Brackmann et al.
(1996) relatam que é marcante o efeito proporcionado pelo célcio nos tecidos vegetais,
aumentando sua resisténcia ao ataque de patdogenos por manter uma maior firmeza, o
que poderia explicar esses resultados.

Quando a saturacao dos niveis de calcio ¢ insuficiente, ocorrem mudangas no
estado fisico das membranas celulares, resultando na perda de ions, diminuindo a
firmeza da polpa e, conseqlientemente, aumentando a suscetibilidade ao ataque de
patogenos (MONSELISE & GOREN, 1987).

Resultados similares foram observados por Nigro et al. (2006), os quais
demonstraram que o tratamento de uvas de mesa cv. Itdlia com cloreto de calcio, por
pulverizacdo, diminuiu a podriddo causada por B. cinerea em torno de 50%,
respectivamente. O cloreto de calcio foi utilizado também por Brackmann et al. (2001)
na agua de lavagem de frutos de macga cultivares Fuji e Gala, reduzindo a incidéncia de
podridoes nestes frutos de 20 a 50%, dependendo do teor de cloreto de célcio na
solucdo.

Uma vez que ndo se realizaram andlises bioquimicas para se determinar os
mecanismos pelos quais os acidos fendlicos e sais inorganicos estdo atuando no fruto,
assume-se que, por serem em grande parte mais eficientes no controle in vitro do que no
controle in vivo, seus efeitos se dao possivelmente pelo controle direto dos patdgenos,
podendo também estar relacionados a um potencial aumento dos mecanismos de defesa
presentes nos frutos, produzindo proteinas especificas de defesa, compostos
antifingicos ou incrementando os meios fisicos, como barreiras ao processo de invasao
dos patogenos.

Dentre os produtos testados, o acido salicilico se mostrou o mais promissor para
a utilizacdo no controle do bolor azul em pos-colheita, quando aplicado na agua de

lavagem dos frutos.
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7. CONSIDERACOES FINAIS

O Brasil, por ser um pais de dimensdes continentais € por possuir um clima
adequado ao cultivo de uma grande quantidade de frutas, verduras e graos, sendo
considerado por isto, como o celeiro do mundo, vé-se na obrigacao de contribuir para o
desenvolvimento de medidas sustentdveis ao cultivo agricola. Destas medidas, a
utilizacdo de formas alternativas ao combate de moléstias é, sem duvida, uma das
principais vertentes, contribuindo ndo apenas para melhorias de curto prazo, mas
também em longo prazo.

Devido aos diversos fatores que podem afetar a eficiéncia dos produtos,
incluindo as formulagdes empregadas, a freqiiéncia de aplicagdo, a cultivar utilizada e as
diferentes respostas dos patdgenos aos tratamentos, estudos sdo necessarios para
esclarecer os mecanismos de agdo envolvidos, e assim poder aperfeigoar a eficacia dos
produtos no controle das doengas.

Para o controle do bolor azul, apenas o acido salicilico demonstrou que pode
reduzir a severidade da doenga nos frutos inoculados artificialmente sendo seu
resultado, possivelmente estar relacionado a um efeito direto sobre o patogeno,
demonstrado pelo bioensaio in vitro.

Para o mofo cinzento, os acidos cindmico e salicilico, assim como o0s sais
bicarbonato de sédio e carbonato de potassio demonstraram efeitos fungicidas, no
entanto, outros ensaios devem ser realizados de modo a se confirmar os efeitos obtidos
pelos bioensaios feitos in vitro.

A partir do trabalho desenvolvido, foi possivel se ter um maior esclarecimento
da diversidade de compostos existentes para o controle de doencas de pos-colheita, suas
aplicacdoes e formas de atuagdo. Além disso, este trabalho permitiu relacionar os
conceitos aprendidos ao longo da graduacdo e colocar em pratica um pouco do que fora

aprendido.
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9. ANEXO

Estrutura molecular dos acidos fenolicos.
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Acido galico.
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Acido vanilico.

Acido ciniamico.
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