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Preocupe-se e pense antes de tomar qualquer decisédo, porém, uma vez
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MAIA, L. D. M. Manejo pos-colheita de Colletotrichum gloeosporioides em manga
‘Tommy Atkins’. Areia: CCA/UFPB, 2015. (Dissertacdo de Mestrado em Agronomia) p.
67.

RESUMO

A antracnose € a principal doenca na cultura da mangueira, causada pelo patégeno
Colletotrichum gloeosporioides. Formas alternativas ao controle quimico, rotineiramente
usado, tem sido empregado para minimizar os custos e diminuir os residuos. Entre as
alternativas, destaca-se 0 uso de indutores utilizando extratos vegetais e biologicos. O
objetivo do trabalho foi avaliar a incidéncia natural de antracnose em frutos de mangueira
tratados com extrato de meldo-de-sédo-caetano (Momordica charantia) e quitosana, a
severidade da doenca, assim como como avaliar a qualidade pos-colheita e a produgéo de
enzimas relacionadas a defesa de plantas. As folha de meldo-de-sdo-caetano foram
coletadas na cidade de Areia-PB, preparadas no laboratorio de fitopatologia, no campus
I, da UFPB, e encaminhada para o laboratorio de Quimica de Produtos Naturais, Campus
I, UFPB, para extragdo etanolico. Os tratamentos foram compostos pelo extrato de M.
charantia nas concentragdes de 1000, 1500 e 2000 ppm, quitosana nas concentracoes de
1%, 1,5% e 2%, o produto comercial acibenzolar-S-metil (ASM) (0,1 g.L™}), fungicida
(Tiabendazol) (4 mL.L™) e 4gua destilada esterilizada (controle), com quatro repetigoes
e trés frutos por repeticdo. As andlises enzimaticas foram realizadas no dia da coleta dos
frutos e oito dias apds a aplicagdo dos tratamentos, avaliando-se as enzimas peroxidase,
polifenoloxidase e fenilalanina amonia-liase. O uso de quitosana diminuiu a severidade
da antracnose causada por C. gloeosporioides, em relacdo aos demais tratamentos. Na
incidéncia natural de doencas nos frutos de mangueira, tanto a quitosana como 0 ASM
inibiram o surgimento de patdgenos. Na analise enzimatica, a atividade da peroxidase
aumentou em todos os tratamentos, quando comparados com o controle. Apenas 0s
tratamentos com quitosana, em todas as concentracdes testadas, como o extrato de M.
charantia na maior concentracdo, propiciaram um aumento na atividade da enzima
polifenoloxidase. A atividade de fenilalanina amonia-liase foi estimulada pelo tratamento
de quitosana a 2%. O uso de quitosana influenciou positivamente na pos-colheita dos
frutos, e estimulou a producdo de todas as enzimas estudadas, sendo recomendada a
aplicacdo da quitosana como tratamento alternativo ao controle convencional.

Palavras chaves: Mangifera indica L., antracnose, qualidade pds-colheita
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MAIA, L. D M. Postharvest management of Colletotrichum gloeosporioides in Tommy
Atkins'. Areia: CCA/UFPB, 2015. (Thesis: Master in Agronomy), p. 67.

ABSTRACT

Anthracnose is the main disease in the culture of mango, caused by Colletotrichum
gloeosporioides, Alternative forms to chemical control, routinely used, has been used to
minimize costs and reduce waste. Among the alternatives, we highlight the use of
inductors using plant extracts and other biological inducers. The objective was to evaluate
the natural incidence of anthracnose in mango fruits treated with Momordica charantia
and chitosan, the disease severity, as well as to evaluate the postharvest quality and the
production of enzymes related to plant defense. The leaf of M. charantia were collected
in the city of Areia-PB, Brazil, prepared in plant pathology lab on Campus Il, UFPB, and
forwarded to the Natural Products Chemistry Laboratory, Campus I, UFPB, for extraction
ethanol. The treatments consisted of M. charantia extract at concentrations of 1000, 1500
and 2000 ppm chitosan in concentrations of 1%, 1.5% and 2%, the commercial product
acibenzolar-S-methyl (ASM) (0.1 g.L™}), fungicide (Thiabendazole) (4 ml.L?) and sterile
distilled water (control), with four replications and three fruits per replication. Enzymatic
assays were performed on the day of collection of fruit-eight days after treatment
application, evaluating enzymes: peroxidase, polyphenol oxidase and phenylalanine
ammonia lyase. The use of chitosan decreased the severity of anthracnose caused by C.
gloeosporioides, compared to other treatments. On the incidence of diseases in mango
fruits, both chitosan as ASM inhibited the emergence of pathogens. In enzymatic analysis,
the peroxidase activity increased in all treatments compared with control. Only the
treatments with chitosan, in all tested concentrations, such as M. charantia extract the
highest concentration, results in an increase in PPO activity. Phenylalanine ammonia-
lyase activity has only been stimulated by treatment of 2% chitosan. The use of chitosan
positive influence in post-harvest, and stimulated the production of all studied enzymes.
The application of chitosan as an alternative treatment to conventional control is
recommended.

Key-words: Mangifera indica L., anthracnose, post-harvest quality
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1. INTRODUCAO GERAL

O Brasil, com 43.912.143 toneladas, ocupa o terceiro lugar do mundo em
producéo de frutas, ficando apenas atras da China (224.816.750 toneladas) e da India
(83.032.580 toneladas) em 2012 (SANTOS et al., 2014). J& na produgdo de manga
(Mangifera indica L.) o Brasil ocupa o sétimo lugar, ficando atras de india, China,
Tailandia, Indonésia, Paquistdo e México, sendo o estado de Sdo Paulo o maior produtor
de manga. Em relacéo a exportacdo o Brasil € o quarto maior exportador da fruta, ficando
atras da India, México e Holanda. Sendo o Vale do Submédio sdo Francisco, entre os
estados de Bahia e Pernambuco, o maior exportador da fruta. (FAO, 2014; LIMA et al.,
2013).

A antracnose, causada pelo fungo Colletotrichum gloeosporioides (Penz.) Penz.
& Sacc, é considerada uma das doengas mais importantes nas areas de producao de manga
no mundo (BATISTA, 2010). O patdgeno causa danos tanto na pré como na pés-colheita
em varias culturas de regides tropicais e subtropicais. Ao infectar uma planta o C.
gloeosporioides causa sintomas como lesdes grandes e arredondadas, necroticas e com o
centro da lesdo levemente deprimidos, ocorrendo podridGes que causam grandes
prejuizos na comercializa¢do dos frutos. Normalmente o controle da antracnose se torna
dificil de ser realizada, pois o patdgeno inicia sua infeccdo ainda na floracdo e permanece
latente, sem causar danos ou demonstrar sintomas, sendo detectados apds o
amadurecimento do fruto (BONETT et al., 2011; MACHADO et al., 2013).

O uso do controle quimico tem sido 0 método mais empregado para o controle da
antracnose na manga, bem como utilizado de forma preventiva contra outras doencgas na
pos-colheita. Esse tipo de controle pode ser eficiente quando utilizado de forma correta e
seguindo os devidos cuidados, no entanto na pratica isso ndo se aplica. O uso
indiscriminado de produtos quimicos vem acarretando uma série de problemas, tanto para
0 homem como para 0 meio ambiente. Atrelado a isso a exigéncia do mercado consumidor
por produtos livres de insumos quimicos e de alta qualidade, traz a necessidade de se
buscar tecnologias alternativas ao uso dos agrotoxicos (MIGLIORINI et al., 2012; LEITE
etal., 2013).

Dentre as alternativas ao controle convencional, a inducéo a resisténcia (elicitores
bidticos e abiotico) e a acdo fungistatica, vem se tornando alternativas promissoras,
possibilitando a producdo de frutos de qualidade e livres de contaminagbes por
agrotoxicos (NEGREIROS et al., 2013; TERAO et al., 2014).
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Como forma de elicitar a defesa da planta, o uso de plantas medicinais vem se
tornando, nos ultimos anos, um método alternativo ao controle quimico bastante estudado
entre os cientistas. Através de extratos dessas plantas, novos compostos capazes de
controlar ou inibir o desenvolvimento dos fitopatégenos vém sendo descobertos. Esses
produtos naturais, tais como extratos e 6leos vegetais, normalmente ndo sdo prejudiciais
a saude do homem e nem ao meio ambiente. Além de poder diminuir ou até mesmo parar
0 uso de defensivos quimicos, e a possibilidade de se adquirir produtos livres de residuos.
O uso de produtos naturais possibilita a utilizacdo em sistemas organicos de cultivo
(FERNANDES et al., 2008; SANTOS et al., 2014).

A espécie Momordica charantia L. (Cucurbitaceae), conhecida como melao-de-
sdo-caetano, é considerada com uma planta espontanea, muito encontrada na regiao
Nordeste do Brasil (PEREIRA et al., 2010). Muitas pesquisas comprovam as acoes
farmacol6gicas da M. charantia, estando presentes em varios compostos quimicos
importantes para a utilizacdo tanto na farmacologia como na agricultura, tais como,
alcaldides, esterdides, saponinas, triterpenos e também proteinas relacionadas a
patogénese (COUTINHO et al., 2009).

A quitosana, outro composto que apresenta propriedades que podem atuar no
manejo de doencas, é obtida a partir da desacetilacdo da quitina presente no exoesqueleto
dos artropodes, onde pode apresentar acdo direta sobre o patégeno ou ativacdo dos
mecanismos de defesa da planta. Por se tratar de uma substancia atdxica, biodegradavel
e abundante na natureza, se torna uma alternativa promissora no tratamento de doencas

em plantas, tanto nas sementes, como nos frutos ou na prépria planta (MAIA et al., 2012).
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2. OBJETIVOS

Avaliar a incidéncia natural e severidade de doencas pés-colheita em frutos de
mangueira ‘Tommy Atknis’, tratadas com extrato vegetal de mel&o-de-sdo-caetano,
quitosana, acibenzolar-S-metil e fungicida (Tiabendazol).

Avaliar a qualidade pds-colheita, e producdo de enzimas ligadas a inducdo de
resisténcia em frutos de mangueira ‘Tommy Atkins’ tratados com extrato vegetal de

meldo-de-séo-caetano, quitosana, acibenzolar-S-metil e fungicida (Tiabendazol).
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3. REFERENCIAL TEORICO

A cultura da mangueira

A mangueira (Mangifera indica L.), € uma espécie originaria do sul da Asia,
especificamente da India. Foi introduzida na costa oriental africana pelos Arabes, ficando
conhecida desde o Século X. No Brasil, seu cultivo teve inicio no século 16, através dos
portugueses, sendo o primeiro pais das Américas a cultivar essa espécie frutifera
(PEREIRA et al., 2005). Atualmente, a mangueira é cultivada em pelo menos 87 paises
ao redor do mundo, entre as latitude 20° Norte e 20° Sul (SILVA, 2007).

Pertence a classe Dicotiledonea e a familia Anacardiaceae, 0 género Mangifera
inclui cerca de 60 espécies, das quais M. indica € a mais importante. Sua arvore é frondosa
de porte médio a grande, com copa simétrica, formato arredondado na parte de baixo e
piramidal na parte superior, folhas grandes e verdes. As flores sdo hermafroditas e
masculinas na mesma panicula, constituindo uma inflorescéncia poligamica. O nimero
de flores por panicula pode variar de 500 a mais de 4 mil. O fruto sdo drupas que possuem
tamanho, forma e peso variado. Sua coloracgéo varia de amarelo, laranja e vermelho, sendo
mais rosada no lado que sofre insolacéo direta. Sua polpa pode ser muito ou pouco fibrosa,
e em seu interior encontra-se a semente ou caro¢co (PEREIRA et al., 2005).

A manga além de ser umas das principais frutas de exportacdo brasileira, possui,
também, grande participagdo no mercado interno. Em 2013, ocorreu um aumento de 7,3%
em relagdo a 2012, tendo obtido uma receita em negociagdes com o exterior de US$ 147,5
milhdes contra US$ 137,5 milhdes obtidos em 2012. Foram embarcadas 122 mil
toneladas de frutas em 2013. Desse total, 74% ¢ destinada a Unido Europeia, principal
importador das mangas brasileiras, e 23% para os Estados Unidos (SANTOS et al., 2014).

No ano de 2013 foram produzidas aproximadamente 1.163.000 toneladas de
manga no brasil, com um rendimento médio por hectares de 16.526 kg, onde foram
colhidos 70.372 hectares dos 70.718 destinados a producdo da manga. Desse total
produzido, o nordeste representa 65% da producao e a regido sudeste 30%, sendo as duas
regides mais produtoras do Brasil. Entre os maiores estados produtores estdo Bahia e
Pernambuco, S&o Paulo e Minas Gerais (IBGE, 2013).

A grande produgdo da manga vem de pequenos produtores, com até 3 hectares
cultivadas. Assim a cultura da mangueira reveste-se de especial importancia

socioecondmica, pois apresentam um elevado coeficiente de geracdo de empregos e
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grandes negociagGes no mercado interno e externo, gerando renda e movimentagéo de
capital nas pequenas regides produtoras (SILVA; CORREIA, 2004).

Para fins de comercializacédo, a variedade Haden, foi durante algum tempo a que
possuia a maior aceitacdo do mercado pela sua excelente qualidade, porém essa variedade
foi sendo substituida por outras, mais produtoras e mais resistentes a doengas (MATQOS,
2000). A variedade Tommy Atkins é a cultivar mais produzida e a que possui a maior
participacao no volume comercializado no mundo, devido principalmente a sua coloracao
intensa, producdo elevada e resisténcia ao transporte a longas distancias (COSTA,
SANTOS, 2004).

Além da Tommy Atkins, existem outras variedades cultivadas no mundo, elas
podem ser divididas entre o local de origem. A tommy entra nas variedades americanas,
nesse grupo se enquadra a Haden, Keitt, Kent, Palmer e a Van Dyke. Entre as sul-
africanas estdo a Heidi, Joa e Néldica. As Indianas sdo a Alphonso, Amrapali, Dashehari,
Langra, Mallika, Mulgaba e Neelum. As variedades nacionais ndo sdo muito comerciais,
mas possuem boa aceitacdo em algumas regides do mercado interno, como a Espada,
Rosa, Uba e Carlotinha. Dentre todas essas variedades, as americanas sao as mais
cultivadas comercialmente no Brasil (PEREIRA et al., 2005).

Sendo a manga reconhecida como o fruto fresco mais consumido em todo o
mundo, seu cultivo merece atencdo especial a fim de se evitar problemas durante o seu
ciclo. Por exemplo, o florescimento da mangueira € fortemente afetado pelo clima. A
umidade do ar estimula a brotacdo das flores e as chuvas sdo desfavoraveis nesta fase,
porém valores muito elevados de umidade podem ser favoréveis a ocorréncia de doencas
fangicas, e quando sdo associados com temperaturas do ar, também elevadas, a producao
é seriamente afetada (TEIXEIRA et al., 2010).

A floragdo e fase inicial de desenvolvimento do fruto € um momento delicado na
producdo comercial de manga, uma vez que doengas como o oidio (Oidium mangiferae
Berthet), antracnose (Colletotrichum gloeosporioides Penz.) e malformacédo floral
(Fusarium subglutinans), podem afetar esta etapa do desenvolvimento (GALLI et al,
2012). Sendo a fase de formacéo do fruto a mais critica, pois € quando ocorrem infecgdes
fungicas, que permanecem em repouso no interior do tecido, desenvolvendo os sintomas
da podriddo durante o transporte e armazenamento, podendo causar Sérios prejuizos aos
produtores e exportadores (TAVARES et al., 2005; TERAO et al., 2014).

No fruto, problemas como podriddes, causadas principalmente por fungos,

provocam deterioracéo fisiologica devido ao amadurecimento, diminuindo rapidamente
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sua vida pos-colheita (BARROS et al., 2010). Portanto, a incerteza quanto a sanidade do
fruto e para evitar o aparecimento destas doencas tem sido utilizado, preventivamente
e/ou empiricamente, fungicidas no tratamento pre e pds-colheita, 0 que pode causar,
através do uso inadequado dos produtos, a contaminacao quimica do alimento (TERAO
etal., 2013).

Antracnose da mangueira

A antracnose é causada pelo fungo Glomerella cingulata (Stonem) Spauld. &
Schrenck Colletotrichum gloeosporioides (Penz.) Penz. & Sacc.,que também pode
infectar culturas como abacateiro (Persea americana Mill.), videira (Vitis vinifera L.),
banana (Musa spp.), macieira (Malus domestica Borkh.), cajueiro (Anacardium
occidentale L.), goiabeira (Psidium guajava L.), citros, cana-de-agucar (Saccharum
officinarum L.), Sendo um patdgeno de ampla diversidade de hospedeiros, 0 mesmo
possui uma ampla variabilidade morfofisiologica e patogénica (KIMATI et al., 2005;
SERRA et al., 2011). Essa doenca é considerada uma mais frequentes e representam as
maiores perdas econdmicas em areas de producdo de manga no mundo, exigindo, por
vezes, 0 tratamento pos-colheita (BATISTA, 2010). Sua distribuicdo é generalizada,
ocorrendo em todas as regides produtoras de manga no Brasil, em periodos quentes e
Umidos (ZAMBOLIM; JUNQUEIRA, 2004).

O agente G. cingulata pertence a subdivisdo Ascomycotina cuja a espécie C.
gloeosporiodes corresponde a sua fase imperfeita. Sua ordem é a Melanconiales, familia
Melanconiaceae. Seus acérvulos subepidérmicos, sdo dispostos em circulos. Seus
conidios sdo hialinos e gutulados, uninucleados, arredondados nas extremidades e
levemente curvos (KIMATI et al., 1997; SERRA et al., 2011).

O C. gloeosporioides requer umidade relativa acima de 90% por no minimo de
10h a 12 horas e uma temperatura acima de 25°C para a germinacdo do conidio e
formagcdo do apressorio (ZAMBOLIM; JUNQUEIRA, 2004; SOUZA, 2011). A
temperatura entre 20°C a 30°C, com periodos chuvosos e/ou encobertos por orvalhos
intensos, principalmente no periodo noturno € ideal para o desenvolvimento do patdgeno
e consequentemente da doenca (SALES JUNIOR et al., 2004).

Além de auxiliar no desenvolvimento do patdgeno, a &gua da chuva, irrigacdo ou

orvalho, transportam esporos do fungo até o fruto, que germinam e sdo capazes de
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penetrar na epiderme, entrando em um estado latente até o desenvolvimento do fruto,
onde no inicio do amadurecimento o patdégeno deixa o estado de laténcia (SILVA, 2007)

O fungo do género Colletotrichum infecta praticamente todas as partes da
mangueira como folhas, paniculas, ramas, flores e frutos. Sendo os frutos afetados em
todos os estagios de desenvolvimento, mesmo apos a colheita (SALES JUNIOR et al.,
2004; ROSSETTO, 2006).

Nos frutos, os sintomas tipicos da doenca sdo manchas necréticas grandes e
arredondadas com depressdo na superficie da casca, progredindo para a polpa. Nas folhas
0s sintomas caracterizados por manchas necroéticas irregulares ou circulares de tamanho
variado, ja na inflorescéncia os sintomas sdo necroses nas flores e engaco ou raque, de
coloracgdo escura e salteadas (BAILEY et al., 1992; TAVARES et al., 2001).

Sendo um patdgeno que possui preferéncia por temperaturas elevadas e alta
umidade relativa, a doenga possui uma maior ocorréncia nos paises tropicais e
subtropicais, causando assim perdas na qualidade e na produtividade, acarretando em
aumento de custo de producdo com a necessidade de controle, tanto no campo como na
pos-colheita (LIMA, 2013).

Meétodos alternativos para o manejo de doencas de plantas

O controle quimico é o manejo mais utilizado no controle das doencas. Por meio
de aplicacGes de fungicidas o efeito obtido € mais rapido e eficaz. Porém um problema
entre os produtores se intensificou como, o uso indiscriminado ou a nao alternancia do
ingrediente ativo podem levar a indugdo de resisténcia dos patégenos aos fungicidas
utilizados (TAVARES, 2004).

O aumento da utilizagdo de produtos quimicos na producdo de alimentos,
associado com o aumento da resisténcia dos fitopatdgenos, com impacto sobre o ambiente
causado residuos deixados pelo controle convencional fez com que a busca por alimentos
sem residuos de agrotoxicos aumentasse consideravelmente, acarretando na busca por
alternativas ao controle quimico das doencas (RODRIGUES et al., 2006; CARVALHO;
PIVOTO, 2011).

Os compostos secundarios produzidos pelas plantas ou a acdo fungitoxica direta,
ativadas ou produzidas, respectivamente, por produtos naturais, tem se tornado uma

alternativa no controle de fitopatdégenos. O uso de extratos e 6leos vegetais, bem como
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produtos bioativos tem se mostrado uma promissora alternativa ao emprego dos produtos
sintéticos (VENTUROSO et al., 2011; GARCIA et al., 2012).

Exemplos do uso de extratos e 6leos vegetais contra patégenos pode ser observado
em pesquisas de Venturoso et al., (2011) que demonstraram que extratos de cravo-da-
india (Syzygium aromaticum (L.) Merr. & Perry), extrato aquoso de alho (Allium sativum
L.) e extrato de canela (Cinnamomum zeylanicum Blume) conferiram atividade
antifingica e fungistatica contra Aspergillus sp., Penicillium sp., C. kikuchii,
Colletotrichum sp., F. solani e Phomopsis sp.. Ja Carnelossi et al. (2009), ultilizando
6leos essenciais de capim-limdo (Cymbopogon citratus), eucalipto (Eucalyptus
citriodora), menta (Mentha arvensis) e estragdo (Artemisia dracunculus) contra C.
gloeosporioides, demonstraram atividade potencial na reducdo da doenca, possibilitando
um menor uso de fungicidas comerciais.

Tanto na inducdo pré como na pos-colheita, j& se observa que o uso de extratos
tem trazido bons resultados na inducdo de resisténcia, tendo destaque para a inducédo de
frutos a patdgenos na pés-colheita. Em trabalhos conduzidos por Dantas et al. (2004),
utilizando indutores de resisténcia, foram capazes de elicitar respostas de defesa na pds
colheita de frutos de mamoeiro (Carica papaya L.) contra fungos causadores de
podriddes. Brito et al. (2011), observaram a influéncia do extrato de manjericdo no
controle da podridao negra, causada por Chalara paradoxa, uma doenca pds-colheita
responsavel por perdas elevadas em frutos de abacaxizeiro (Ananas comosus L.) para

consumo in natura

Quitosana

A quitina € o segundo polissacarideo mais abundante na natureza, ficando atras
apenas da celulose em disponibilidade. As principais fontes de extracdo séo as cascas de
camardes e carapacas de caranguejos. Para a obtencdo da quitina sdo necessarios trés
processos, a desmineralizacdo, desproteinizacdo e a despigmentacdo (GOY et al., 2004;
DELEZUK, 2009). Através da hidrolise dos grupos acetamido, reacdo de derivatizacao
da quitina, originando grupos amino, o polimero quitosana é gerado, sendo considerado
como quitosana apenas quando a média de grupos amino for de 50% a 95% e for solGvel
em solugbes aquosas diluidas de &cidos (DELEZUK, 2009).

A quitosana, obtida da desacetilagdo da quitina, € um copolimero de 2-amino-2-

desozi-D-glicopiranose e 2-acetamido-e-deoxi-D-glicopiranose, que possui uma
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composicgdo varidvel em funcdo do grau residual de acetilagdo, onde as unidades estdo
unidas por ligagdes B (1 = 4). A quitosana é usada para identificar 50% de unidades
desacetiladas, enquanto quitina corresponde a produtos muito mais acetilados
(CAMPANA e SIGNINI, 2001; GOY et al., 2004; RINAUDO, 2006).

Quanto as propriedades fisico-quimicas, a quitosana é insollivel em agua, sendo
necessario utilizar solugbes aquosas de acido organico, como &cido acético, citrico,
férmico, e também alguns acidos inorgéanicos, como por exemplo o acido cloridrico
diluido (SANTOS et al., 2003). A quitosana é largamente utilizada nas mais diversas
areas, por exemplo, na biomedicina, farmacia, biotecnologia e na agricultura, onde pode
ser usada como indutor de resisténcia, aumentando o0s niveis de varios compostos de
defesa em plantas, incluindo as fitoalexinas, proteinas relacionadas a patogéneses,
inibidores proteicos e ligninas (MAZARO et al., 2008; FERREIRA et al., 2009)

Na busca por alternativas no controle de doengas a quitosana vem sendo
constantemente estudada. Di Piero e Garda (2008) utilizando quitosana para avaliar o
controle de antracnose no feijdo-comum (Phaseolus vulgaris L.), observaram que ela
apresenta propriedades antifungicas contra C. lindemuthianum, causador da antracnose
no feijoeiro. Utilizando quitosana contra patdgenos causadores de doencas de mamoeiro
in vitro, Lemes et al. (2014), observaram que a quitosana conferiu atividade antifingica
sobre o crescimento, concentracdo e germinacao de conidios de Alternaria alternata, C.
gloeosporioides e C. capsici. Gomes e Serra (2013), avaliando o efeito de produtos
naturais no controle da antracnose em frutos de pimenteira (Capsicum spp.) com
aplicacOes pos-colheita, observaram que a quitosana, apresentou efeitos sobre o tamanho
da leséo, recomendando a aplicagéo dos mesmos para a minimizagao do uso de fungicidas

Mesmo quando colhido o fruto continua seu metabolismo, podendo sofre
mudancas nas suas qualidades fisico-quimicas com aplicacdo de produtos para o controle
de enfermidades, além de se tornarem mais susceptiveis aos ataques de patdgenos ao
longo do amadurecimento (CHITARRA; CHITARRA, 2005). Buscando alternativas ao
controle convencional de doencas pds-colheita na bananeira (Musa spp.). Negreiros et al.
(2013) avaliaram produtos alternativos aos agrotoxicos convencionais no controle da
antracnose e observaram que Oleo de neem, dleo de alho e quitosana reduziram a

intensidade da doenca na pos-colheita sem alterar a qualidade do fruto.
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Melédo de sdo Caetano

O meldo-de-sdo-caetano (Momordica charantia L.), Curcubitaceae, também
conhecido pela nomenclatura vulgar de erva-de-lavadeira, meldozinho, fruta-de-negro,
erva-de-Sdo-Vicente e fruta-de-cobra, € uma planta utilizada pelas propriedades
farmacéuticas em varios paises, cultivada principalmente na india, China, Africa Oriental
e América do Sul. A M. charantia possui varios componentes que sdo conhecidos como
saponinas esteroidais, que incluem a charantina, vicina e pp-insulina, que sdo
responsaveis pela reducdo das acdes do acucar no sangue (WELIHINDA et al., 1986;
GONSALVES, 1989; GURBUZ et al., 2000) e seus compostos secundarios. Frutos e
folhas sdo usados no tratamento de diabetes, diarreia, reumatismo, parasitoses, colicas e
em processos de cicatrizacdo (PACHECO et al., 2012). A planta de meldo-de-sdo-caetano
€ uma trepadeira herbacea rasteira, apresenta muitos ramos, flores amarelo-palidas ou
brancas, seus frutos sdo amarelos quando maduro, apresentando sementes vermelhas ricas
em licopeno, com concentracdes que chegam a 96% dos carotenoides totais
(RODRIGUEZ et al., 1975; MAIA et al., 2008).

O uso do meldo-de-sdo-caetano na medicina caseira ja é bastante difundido, por
possuir varios compostos secundarios (FARIA et al., 2009). O uso de plantas medicinais
no controle de fitopatdgenos vém sendo frequentemente estudados, mas ndo totalmente
explorados. As plantas podem constituir fontes Gteis de substancias fungitdxicas,
fungistaticas e/ou ativando mecanismos de defesa de plantas a patégenos (CUNICO et
al., 2003; CELOTO et al., 2008).

Verificando o potencial para ser utilizado o mel&o-de-sdo-caetano no controle do
fungo Sclerotium rolfsii, Faria et al. (2009), observaram que os extratos hidroetandlico e
aquoso, in vitro, controlaram 100% dos esclerddios, num periodo de 7 dias. Celoto et al.
(2008) verificando a atividade de varios extratos de plantas com potencial acéo
antifungica contra a C. gloeosporioides observaram que o estrato aquoso e hidroetanolico
de meldo-de-sdo-Caetano e o extrato hidroetanolico de eucalipto (Eucalyptus citriodora)
foram os que proporcionaram maiores inibi¢cbes no crescimento micelial do patégeno.
Linsetal. (2012), testaram a acao de extratos aquosos de alho (Allium sativum L.), mel&o-
de-sdo-caetano e casca de manga cv. Tommy Atkins no controle da podridéo peduncular
em mangueira, causada por Lasiodiploda theobromae e observaram que todos os extratos

apresentaram potencial para o controle da doenca.
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Estudos realizados com o extrato bruto ou 6leo essencial, obtido a partir de plantas
medicinais da flora nativa, indicam o potencial para o controle de patégenos, tanto por
sua acgdo fungitoxica direta, como por agédo indireta atraves da producdo de compostos
com caracteristicas elicitoras. O fracionamento de metabdlitos secundarios destas plantas,
bem como para determinar a atividade biol6gica destas moléculas, podem contribuir para
a aquisicdo de novos conhecimentos para aumentar a sua possivel utilizacdo como um
meio alternativo de controle de doencas de plantas (SCHWAN-ESTRADA et al., 2000).

Inducéo a resisténcia de plantas a patdgenos

As plantas produzem muitos compostos organicos, que aparentemente néo
apresentam fung&o no crescimento nem no desenvolvimento vegetal. Tais compostos séo
conhecidos como metabdlitos secundarios. Esses metabolitos secundarios, séo
considerados os produtos finais do metabolismo, apresentam caracteristicas de grande
relevancia para as plantas que o sintetizam, por se constituir numa das principais funcdes
responsaveis pelo aporte metabdlico desempenhando fun¢des importantes na interagcdo
planta-patdgeno através da acdo antimicrobiana direta, ou ativando as mecanismos de
defesa das plantas (STANGARLIN et al. 1999; TAIZ E ZAIGER, 2009).

Os metabolitos secundarios s&o biossintetizados por rotas metabolicas especificas,
onde ocorre uma estreita relagdo entre os metabolitos primarios (aminoacidos,
carboidratos, nucleotideos e lipidios), elas sdo interconectadas, onde a primaria fornece
moléculas para as principais rotas de sintese do metabolismo secundario (CASTRO et al.,
2004). Por meio da fotossintese 0 metabolismo primario produz as ferramentas para o
desenvolvimento do metabolismo secundario. Existe trés grandes grupos de metabodlitos
secundarios: 0os compostos nitrogenados, os compostos fendlicos e os terpenos (PERINI,
2008; BERGAMASCHI, 2010).

Os vegetais produzem uma gama de variedades de produtos secundarios que
possuem um grupo hidroxila funcional em um anel aromatico, tais substancias s@o
classificadas como compostos fendlicos, muitos agem como compostos de defesa contra
patdgenos, outros na atracdo de polinizadores e alguns na dispersdo de frutos (TAIZ e
ZAIGER, 2009). Esses compostos sdo biossintetizados por diferentes rotas, contribuindo

assim para um grupo bastante heterogeno de compostos, as duas principais rotas que estdo
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envolvidas na producdo desses metabolitos sdo a rota do acido chiquimico e a rota do
acido malénico (YAMADA; CASTRO, 2007).

O metabolismo secundario que envolve os mecanismos de defesa pode ser
dividido entre bioguimicos e estruturais, e ainda podem ser pré e/ou pos-formados. Em
relacdo ao ataque do patégeno na planta, quando pré-formado a planta j& possui, antes do
ataque do patdgeno, todo aparato de defesa estabelecido, quando o mecanismo é pos-
formado, a planta estabelecerd sua defesa somente apds o ataque do patdgeno
(SCHWAN-ESTRADA et al., 2008).

Os mecanismos de resisténcia induzida podem ser estruturais, como lignificacdo
e formacéo de papilas, ou respostas bioquimicas, através de mudancas na atividade de
enzimas chave, como por exemplo a peroxidase, fenilalanina aménia-liase e
polifenoloxidase, onde ativam rotas de defesa possiveis de atrasar ou eliminar a acdo do
patégeno. O aprofundamento no conhecimento das rotas dessas enzimas se tonar
necessario para se entender os mecanismos de defesa vegetal. (PASCHOLATI; LEITE,
1995; SOUZA, 2013).

A peroxidase é a enzima que catalisa a oxirreducdo entre peroxido de hidrogénio
e varios redutores. Essa enzima pode atuar tanto diretamente na defesa de plantas a
patdgenos, como também nas rotas de sinalizacdo relacionadas a diversos processos
fisiolégico (PINTO et al., 2011). A peroxidase é responsavel pelo reforco da parede
celular através da deposicdo de lignina, formacdo de suberinas, polissacarideos
ferulicolados e glicoproteinas ricas em hidroxiprolina. A peroxidase é uma das enzimas
mais estudadas no processo de defesa, pelo fato da sua atividade esta diretamente ligada
a reducio da severidade de doengas (KUHN, 2007; CURVELO et al., 2013)

O ataque de patogenos induz a transcricdo do RNA mensageiro, onde através de
uma série de sinais, a enzima fenilalanina aménia-liase (PAL) €é codificada e
posteriormente estimula a producdo de compostos fendlicos. A PAL é uma das enzimas
com maior relevancia nos estudos que envolvem o metabolismo secundario das plantas.
Primeiramente o aminoacido fenilalanina é convertido em acido trans-cindmico pela acédo
da PAL, onde esse acido é o primeiro produto da rota biossintética dos fenilpropanoides
em plantas superiores. Os fenilpropanoides, servem como precursores de uma série de
polimeros naturais, que possuem a funcdo de defender a planta contra patdégenos, servem
de atracdo para polinizadores através de pigmentacdo e producdo de compostos
aromaticos nas flores, além de produzirem compostos que absorvem radiacdo UV. Sendo

assim, a PAL é uma enzima chave no indicativo de estresses na planta. Sua atividade
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aumenta em relagdo as respostas aos estresses bidticos e abioticos (KUHN, 2007;
VALENTE, 2012; BORSATTI, 2014).

As enzimas polifenoloxidases (PFOs) sdo responsaveis pela catalise da reacdo de
oxidag&o de polifenois, convertendo-os em quinonas. As PFOs elevam sua concentragdo
em tecidos infectados por patégenos. No local da lesdo provocada pelo patégeno, as POF
causam degradacdes oxidativas de compostos fendlicos ao redor da lesdo e resulta no
escurecimento do local proveniente da polimerizacdo oxidativa das quinonas. As PFO
permanecem intracelularmente, na sua maioria em estado inativo, ao ocorrer a lesdo pelo
patdgeno elas sdo liberadas e iniciam o processo de oxidacdo de compostos fenolicos
produzem quinonas que apresentam acdo antimicrobiana. Além de atuarem na defesa das
plantas as polifenoloxidases participam ativamente da fotossintese, onde duas quinonas
(Plastoquinonas A e B) séo pecas fundamentais no transporte de elétrons no fotossistema
Il. (CAMPOS et al., 2004; KUHN, 2007; TAIZ; ZAIGER, 2009; PINTO et al., 2011)

Nesse contexto, existem diversas enzimas envolvidas na resisténcia induzida.
Quando a planta sofre um estresse causado por patdgenos, a atividade de enzimas, tais
como, peroxidases, polifenoloxidases, fenilalanina amonialiase, [-1,3-glucanases e
quitinases, tendem a aumentar em relacéo aos tecidos ndo infectados. Sendo entéo de vital
importancia o aprofundamento nos estudos dessas enzimas que possibilitando o maior

entendimento dos mecanismos de defesa vegetal (BORSATTI, 2014).
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CAPITULO 2

MANEJO POS-COLHEITA DE Colletotrichum gloeosporioides EM FRUTOS DE
MANGUEIRA ‘TOMMY ATKINS’
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Agronomia) p. 67.

RESUMO

As doengas pos-colheita sdo os principais fatores que acarretam na inviabilidade da
comercializacdo de frutas. O uso de produtos quimicos ainda € o método mais explorado
entre os produtos. Alternativas para minimizar o uso e o custo desses produtos tornam-se
necessarios. Com isso, 0 objetivo deste trabalho foi avaliar a severidade da antracnose
causada por C. gloeosporioides, bem como a incidéncia natural em frutos de manga
tratados com Momordica charantia, quitosana e acibenzolar-S-metil, assim como como
avaliar a qualidade pos-colheita dos frutos. As folha de meldo-de-sdo-caetano foram
coletadas na cidade de Areia-PB, preparadas no laboratério de fitopatologia, no campus
I1, da UFPB, e encaminhada para o laboratorio de Quimica de Produtos Naturais, Campus
I, UFPB, para extragdo etanolico. Os tratamentos foram compostos pelo extrato de M.
charantia nas concentracdes de 1000, 1500 e 2000 ppm, quitosana nas concentracdes de
1%, 1,5% e 2%, o produto comercial acibenzolar-S-metil (ASM) (0,1 g.L™}), fungicida
(Tiabendazol) (4 mL. L) e gua destilada esterilizada (controle), com quatro repeticdes
e trés frutos por repeticdo. As analises fisicas e fisico-quimicas analisadas foram perda de
massa, firmeza, teor de sélidos sollveis totais (SST), determinacdo do pH, acidez total
titulavel e a relagdo SST ATT. Foram realizadas também as avaliagdes de incidéncia
natural por isolamento e identificacdo. O uso de quitosana influenciou positivamente na
pos-colheita dos frutos, mantendo sua vida util por periodo mais prolongado e diminuiu
a severidade da antracnose causada por C. gloeosporioides, em relacdo aos demais
tratamentos.

Palavras chaves: Mangifera indica L., antracnose, qualidade pds-colheita
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ABSTRACT

Post-harvest diseases are the main factors that causes the impossibility of marketing of
fruit and, the use of chemicals is still the most exploited method between products.
Alternatives to minimize the use and the cost of those products are necessary. Therefore,
the objective of this study was to evaluate the severity of anthracnose caused by C.
gloeosporioides, and the natural incidence in mango fruits treated with Momordica
charantia, chitosan and acibenzolar-S-methyl, as well as to evaluate the postharvest
quality of fruit. The leaf of M. charantia were collected in Areia-PB, Brazil, prepared in
plant pathology lab on Campus IlI, UFPB, and forwarded to the Natural Products
Chemistry Laboratory, Campus I, UFPB for extraction ethanol. The treatments consisted
of M. charantia extract at concentrations of 1000, 1500 and 2000 ppm chitosan in
concentrations of 1%, 1.5% and 2%, the commercial product acibenzolar-S-methyl
(ASM) (0.1 g L), fungicide (Thiabendazole) (4 ml.L'Y) and sterile distilled water
(control), with four replications and three fruits per replication. The physical and
physicochemical analyzes were mass loss, firmness, total soluble solids (TSS),
determination of pH, total acidity and TSS/ATT. Were also conducted reviews of natural
incidence by isolation and identification of pathogens. The use of chitosan had positive
influence in post-harvest, keeping your life for a longer period and decreased the severity
of anthracnose caused by C. gloeosporioides, compared to other treatments.

Key-words: Mangifera indica L., anthracnose, postharvest quality
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INTRODUCAO

A producéo brasileira de fruteiras € representada por apenas 22 espécies, onde
essas somaram um total de R$ 23,2 bilhes no ano de 2013, esse valor representa um
acréscimo de 10,2% em relagdo ao valor apurado no ano de 2012. Dentre todas as cidades
produtoras de frutas no Brasil, Petrolina-PE é a maior produtora, com o percentual de
3,9% da producdo nacional, sendo a manga é a segunda espécie mais produzida (IBGE,
2013).

A mangueira (Mangifera indica L.|) é cultivada em todos os estados do nordeste,
maior regido produtora da fruta no Brasil, com destaque para o Vale do Submédio Séo
Francisco (Ride Petrolina-PE e Juazeiro-BA) (CORREIA e ARAUJO, 2010). Segundo o
IBGE, no ano de 2013, foram produzidas aproximadamente 1.163.000 toneladas de
manga no Brasil. Porém cerca de 30 a 40% dessa producéo fica como residuo na cadeia
de producéo até o consumo, acarretando em perdas significativas para a comercializacdo
brasileira.

Vaérios fatores interferem na comercializacdo das frutas, em especial os danos
causados por patdgenos, que constitui a principal causa de perdas das frutas na fase pos-
colheita. O Brasil possui baixas, na produgdo agricola, que chegam a 35% do total
produzido. Dentre 0s motivos que acarretam essas perdas, as doencas pos-colheita geram
toneladas de frutos desperdicados. Essas doencas sdo tratadas a base de produtos
quimicos, que em quase todos 0s casos, ndo utilizam esses produtos de forma correta
(SOUZA, 2013).

A antracnose, causada pelo fungo Colletotrichum gloeosporioides Penz é umas
das doencas que mais se destacam no cultivo da mangueira, infectando todos os 6rgaos
da planta, tendo papel fundamental na pés-colheita, onde seu ataque causa manchas na
casca podendo chegar a polpa da fruta, reduzindo a qualidade do fruto e inviabilizando a
comercializacdo (LIMA, 2013). O controle da doenga na mangueira tem sido realizado
principalmente por tratamento quimico, que, quando utilizado de forma correta pode ser
extremamente eficaz, mas infelizmente o uso inadequado desses produtos acarreta varios
problemas, como a possibilidade de residuos nos frutos, a selecdo de isolados resistentes
ao produto devido ao uso continuo do mesmo, entre outros problemas (LEMOS et al.,
2013). Devido ao fato, faz-se necessaria a busca por formas alternativas de controle de

doencgas na pds-colheita de manga.
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Dentre as alternativas viaveis, a quitosana, polissacarideo obtido a partir da
desacetilacdo da quitina, vem sendo amplamente estudado no manejo de doencas, tendo
seu uso cada vez mais explorado (FREDDO et al., 2014). O uso de extratos vegetais tem
trazido bons resultados na inducéo de resisténcia de frutos na pés colheita. O uso do
extrato de meldo de sdo caetano (M. charantia) é capaz de ativar mecanismos de defesas
em outras plantas, bem como agir de forma direta nos patogenos (CELOTO et al., 2008).

Através de mecanismos de defesa a planta tem a capacidade natural de combater
0 ataque de patdgenos. A inducdo de resisténcia, como é chamado esse processo, pode
ser ativado de diferentes formas, através de compostos chamados de elicitores, que podem
ser exdgenos, quando partem de origem externa da planta, e podem ser enddgenos,
quando a propria planta ja os possui. (FREDDO, 2012). As plantas medicinais possuem
ampla carga de compostos que as tornam plantas ideias para a ativagdo dos mecanismos
de defesa das plantas.

Diante do exposto, 0 objetivo do trabalho foi avaliar a severidade da antracnose
causada por C. gloeosporioides, bem como a incidéncia natural em frutos de manga
tratados com meldo-de-sdo-caetano e quitosana, assim como como avaliar a qualidade

pos-colheita dos frutos.

MATERIAL E METODOS

Coleta e obtencéo do extrato de folhas de Momordica charantia L.

As folhas para obtengdo dos extratos de M. charantia L. foram coletadas de
plantas nativas do municipio de Areia, PB, Latitude: 06° 57' 48" S e Longitude: 35° 41'
30" W. Apos a coleta, as folhas foram acondicionadas em sacos de papel e transportadas
para o Laboratério de Fitopatologia, Centro de Ciéncias Agrarias, Universidade Federal
da Paraiba, onde foram postos para secagem em estufa a temperatura constante de 40 °C
até a obtengdo de peso continuo (=72h). Posteriormente foram trituradas em moinho de
faca e armazenado em sacos de polietileno a temperatura ambiente (25 °C + 5).

Os triturados foram levados para o Laboratério de Quimica de Produtos Naturais
- LQPN, da Universidade Federal da Paraiba, Campus I, Jodo Pessoa, PB, onde foram
colocados em recipientes de 5L e contendo etanol absoluto, sendo realizadas agitacdes

durante 72 horas. Ap0s a extracdo, o liquido extraido foi transferido para um evaporador
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rotativo para retirada do solvente, a uma temperatura de 40 °C. O extrato bruto etandlico

foi transferido para recipientes de vidro abertos para completa eliminacédo do solvente.

Preparacdo da Quitosana em &cido acético a 1%

Para o preparo da solugdo de quitosana utilizou-se quitosana Sigma-Aldrich® de
médio peso molecular com desacetilacdo de 75-85%. Foram preparadas as dosagens de
1%, 1,5% e 2%, cada concentracao foi diluida em uma solucédo de acido acético a 1% em
agua destilada autoclavada e posterior agitagdo constante em batedeira durante 2 horas,
até a obtencdo de uma solu¢do homogeénica.

Obtencao de isolados de Colletotrichum gloeosporioides de frutos de mangueira

Os isolados de C. gloeosporioides foram obtidos a partir do isolamento de
fragmentos de frutos com sintomas tipicos da doenca. Esses fragmentos foram isolados
em placas de Petri contendo meio BDA (Batata Dextrose e Agar) e incubados em BOD a
uma temperatura de 25 °C em foto periodo de 12 horas. A etiologia do fungo foi
confirmada com auxilio de microscopia oOtica e literatura especializada (ROSSMAN et
al., 1987; KIMATI et al., 1997; FISHER; COOK, 2001).

Obtencao frutos de mangueira e tratamentos utilizados

Os frutos foram obtidos no Centro Estadual de Abastecimento Sociedade
Andnima - PB (CEASA-PB) - Empresa Paraibana de Abastecimento e Servigos Agricolas
- Campina Grande (EMPASA), de acordo com a escala de maturagdo para mangas, no
estadio 3, estadio em que os frutos séo colhidos para comercializagdo (ASSIS, 2010). Os
frutos adquiridos foram colhidos 24 horas antes na cidade de Petrolina-PE, Latitude: 09°
23' 55" S e Longitude: 40° 30' 03" W, na regido de producdo Vale do Submédio Séao
Francisco. Apos a obtencéo, os frutos foram conduzidos ao Laboratorio de Fitopatologia,
do CCA/UFPB, Areia-PB, onde foram lavados com agua, sabédo e hipoclorito de sédio a
1% e separados para 0s trés experimentos a serem realizados: incidéncia natural,
avaliacdo apos inoculacdo do patdgeno e avaliacdo pos-colheita.

Os tratamentos utilizados foram aplicados da mesma em todos os frutos. Esses
foram mergulhados em solucGes contendo os tratamentos por 5 minutos. Foram utilizados
extrato de meldo-de-sdo-caetano nas concentracdes 1000, 1500 e 2000 ppm, quitosana
(Chitosan Aldrich®) nas concentragdes de 1%, 1,5% e 2%, acibenzolar-S-metil (Bion®)
(0,1 g.L'Y), fungicida tiabendazol (Tecto® SC) (4 mL. L), ADE (4gua destilada



41

esterilizada). O delineamento para todos os experimentos foi inteiramente casualizado

com 9 tratamentos, 4 repeticdes, sendo 3 frutos por repeticéo.

Andlise pds-colheita de frutos de manga ‘Tommy Atkins’ tratados com extrato
vegetal de meldo-de-sdo-caetano, quitosana, acibenzolar-S-metil e fungicida

As analises fisicas e fisico-quimicas realizadas foram perda de massa (g), obtida
por uma balanca semi-analitica ao longo do experimento, onde foi realizada a analise
estatistica no ultimo dia de avaliacdo; firmeza, onde foi medida por meio da resisténcia a
penetracdo usando penetrometro (Fruit Hardness Tester 5000g modelo FR-5105), em
regides equatoriais (trés determinac@es por fruto) da superficie do fruto com casca e 0s
dados transformados para Newtons; teor de solidos solUveis totais, determinado com o
auxilio de um refratdmetro digital, Milwaukee MA871 Digital Brix/Sugar; determinagédo
do pH por potenciometria em eletrodo de vidro, pHmetro de bancada Kasvi, modelo PH
0-14; acidez total titulavel, determinada por titulacdo da amostra com solu¢do de NaOH
a 0,1N, expressa em porcentagem de acido citrico.

Os dados foram analisados no programa estatistico SISVAR® utilizando o teste
de Scott-Knott ao nivel de 5% de probabilidade.

Incidéncia natural de manga tratadas com extrato vegetal de mel@o-de-sao-caetano,
quitosana, acibenzolar-S-metil e fungicida

Para o experimento de incidéncia natural, os frutos de mangueira, ap6s a lavagem
e desinfestacdo, foram tratados com os respectivos tratamentos e incubados em camara
Umida composta pelo envolvimento dos frutos em sacos de polietileno contendo
chumacos de algoddo hidréfilo umedecido com ADE por 24 horas. Os frutos foram
deixados em temperatura ambiente para a verificacdo da incidéncia natural nos frutos.

Os frutos com a presenca de sintomas da doenga foram novamente lavados com
agua e sabdo e em seguida, desinfestados com alcool 50%, hipoclorito de sodio a 1% por
um minuto cada e duas lavagens em ADE e foram acondicionados em papel filtro para
secagem a temperatura ambiente, eles foram incubados em placas de Petri contendo BDA
fragmentos das areas lesionadas com sintomas de doenc¢as. Em cada placa foram dispostos
trés fragmentos de aproximadamente 1,0 cm em posi¢do equidistante. Apos o isolamento
as placas foram incubadas em B.O.D. a 25 °C com fotoperiodo de 12h, durante 9 dias. A
etiologia do fungo foi confirmada com auxilio de microscopia Oética e literatura
especializada (ROSSMAN et al., 1987; KIMATI et al., 1997; FISHER; COOK, 2001).
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Severidade de antracnose em frutos de mangueira tratados com extrato vegetal de
meldo-de-sdo-caetano, quitosana, acibenzolar-S-metil e fungicida

Para 0 experimento da severidade da antracnose, os frutos apOs serem
desinfestados, foram tratados e incubados em camara umida, conforme anteriormente
descrito. Apos 24 horas a camara Umida foi retirada e realizada a inoculagdo dos fungos.

As inoculagbes foram realizadas de forma direta, onde o fruto foi perfurado com
um perfurador flambado em dois pontos equidistantes (lesdo 1 no &pice do fruto, leséo 2
na regido basal do fruto) com profundidade de 2 mm, colocando-se, em seguida, os discos
de colbnia de C. gloeosporioides inoculado anteriormente e incubados em camara Umida
por 24 horas.

Os frutos foram mantidos em temperatura ambiente para a avaliacéo da severidade
da doenca, na qual os sintomas foram mensurados com o auxilio de um paquimetro
digital, em dois sentidos opostos. As avaliacBes iniciaram 48 horas apds a retirada da
camara Umida, prosseguindo-se diariamente até que a maioria dos frutos estivesse
totalmente tomados pelas lesdes.

Os dados foram analisados no programa estatistico SISVAR® utilizando o
teste de Sckott-Knott ao nivel de 5% de probabilidade.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Qualidade pos-colheita

Nas avaliacGes de perda de massa os frutos tratados com extrato vegetal de meldo-
de-sdo-caetano (E.M.S.C), quitosana, acibenzolar-S-metil e fungicida, foram analisados
desde as primeiras 24 horas ap0s a coleta e passados cinco dias de prateleira.

Ao analisar a perda de massa dos frutos, observou-se que as trés concentracGes de
quitosana influenciaram positivamente apresentando 0os menores percentuais de perda de
massa nos frutos, 3,12%, 3,24% e 3,09% para frutos tratados com quitosana 1%, 1,5%, e
2%, respectivamente, diferindo do restante dos tratamentos (Tabela 1). Resultados
semelhantes foram obtidos por Souza et al. (2011), onde utilizando quitosana para
verificar a influéncia na vida pos-colheita de frutos de manga colhidas “de vez”,

observaram que os frutos tratados com concentracdo de quitosana a 1% obtiveram uma
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perda de massa acumulada de 3,28%. Frutos ndo tratados perderam 3,8% de sua massa

total ao longo de 9 dias.

Tabela 1. Porcentagem de perda de massa acumulada de frutos de manga ‘Tommy Atkins’
tratados com extrato de meldo-de-sdo-caetano (EMSC), quitosana, indutor de
resisténcia acibenzolar-S-metil (ASM) e fungicida (Tiabendazol) durante 5
dias de armazenamento

Tratamentos Dial Dia 2 Dia 3 Dia 4 Dia 5
EMSC 1000 ppm 0,46 1,45 2,32 3,05 3,73 b
EMSC 1500 ppm 0,51 1,64 2,35 3,80 450 b
EMSC 2000 ppm 0,68 1,45 2,16 2,90 364 b
Quitosana 1% 0,63 1,25 1,89 2,59 3,13 a
Quitosana 1,5% 0,53 1,29 2,03 2,73 3,25 a
Quitosana 2% 0,55 1,36 2,00 2,61 3,09 a
ASM 0,86 1,61 2,39 3,25 3,86 b
Fungicida (Tiabendazol) 0,45 1,52 2,31 2,92 3,50 b
Controle (ADE) 0,66 1,36 2,12 2,96 3,62 b

CV (%) 28,98

Médias seguidas da mesma letra, na coluna, ndo diferem entre si pelo teste Scott-Knott a 5% de probabilidade

O tratamento EMSC 1500 ppm, foi 0 que mais apresentou perda acumulada de
massa, totalizando 4,50% no 5° dia, seguindo pelo acibenzolar-S-metil (ASM) que obteve
uma perda de 3,86% de massa fresca (Tabela 1). Souza (2013), tratando frutos de abacaxi
‘Pérola’ com extrato de meldo-de-sédo-caetano e ASM, observou que o uso do extrato
vegetal influenciou positivamente na perda de massa acumulada. Ao se comparar frutos
de abacaxizeiro tratados com ASM, os percentuais de perda de massa foram maiores em
comparagao aos demais tratamentos, sendo menor apenas que o tratamento controle com
ADE.

O nivel de perda de massa em frutos na pés-colheita ocorre, principalmente, pela
perda de agua, assim, frutos com elevado nivel de perda de massa tentem a perder
qualidade visual, textura e valor nutritivo. Segundo Chitarra e Chitarra (2005), alguns
produtos podem ser comercializaveis com até 10% de perdas, mas o nivel onde ja ocorre
queda na qualidade do produto pode ser verificado na ordem de 3 a 6% de perda de massa.

Assim como na perda de massa as concentragfes de quitosana de 1,5 e 2%,
demonstraram niveis de firmeza na mesma proporc¢éo que os frutos avaliados no momento

da coleta, ainda verdes (Tabela 2), porém os mesmos ndo diferiram do restante dos
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tratamentos, exceto o fungicida que obteve uma menor média, sem diferenca significativa
do tratamento controle. Através da firmeza € possivel se avaliar o estadio de maturacéo
do fruto, quanto maior o nivel de firmeza, mais verde o fruto sera, e quanto menor 0s
niveis de firmeza, maior serd a perda da integridade da parede celular, podendo assim

dificultar o manuseio do fruto se a mesma estiver com valores reduzidos (PONZO, 2014).

Tabela 2. Avaliacdo de firmeza (N), pH, sélidos soltveis totais (SST em °Brix), acidez
total titulavel (ATT em % de &cido citrico), SST/ATT de frutos de mangueira
‘Tommy Atkins’ no dia da coleta (dia 0) e frutos tratados com extrato de mel&o-
de-sdo-caetano (EMSC), quitosana, indutor de resisténcia acibenzolar-S-metil
(ASM) e fungicida (Tiabendazol)

Tratamentos Firmeza pH SST ATT SST/ATT
Coleta (dia 0) 139,17 3,90 8,96 0,75 12,59
EMSC 1000 ppm 58,27 b 4,88 b 1540 b 0,23 b 86,99 ¢
EMSC 1500 ppm 59,57 b 491 b 1454 b 0,29 b 7051 b
EMSC 2000 ppm 69,50 b 456 b 13,68 b 0,41 b 50,24 b
Quitosana 1% 83,16 a 4,08 a 11,74 a 0,83 a 16,47 a
Quitosana 1,5% 106,22 a 4,06 a 10,40 a 0,67 a 16,68 a
Quitosana 2% 107,66 a 4,16 a 10,06 a 0,60 a 17,15 a
ASM 60,53 b 478 b 1465 b 0,36 b 56,19 b
Fungicida (Tiabendazol) 49,01 b 508 b 16,39 b 0,20 b 94,19 ¢
Controle (ADE) 65,50 b 501 b 1415 b 032 b 86,10 ¢

CV (%) 36,86 9,38 12,29 39,57 61,24

Médias seguidas da mesma letra, na coluna, ndo diferem entre si pelo teste Scott-Knott a 5% de probabilidade

O pH dos frutos tratados com EMSC, ASM e o fungicida ndo apresentaram
diferencas estatisticas dos frutos sem tratamento (controle), ja os frutos tratados com
quitosana, em todas as concentracdes, apresentaram niveis de pH semelhantes aos frutos
recém coletados (Tabela 2). Quanto maior o nivel de pH mais avancada é a maturacéo do
fruto, ja que 0 mesmo esta diretamente relacionado com o decréscimo da acidez no fruto,
e quanto menor a acidez mais avancada sera a maturacdo do fruto, assim o pH é um
parametro necessario para a conservagdo dos frutos (SANTOS, 2006; VENCESLAU,
2013).

O maior resultado de s6lidos sollveis totais (SST) (°Brix) foi observado nos frutos
tratados com fungicida 16,39 °Brix, sem diferir dos demais tratamentos, exceto para 0s

frutos tratados com quitosana, a concentragao de 2000 ppm de EMSC. Os frutos tratados
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com quitosana apresentaram niveis de SST aproximados com os frutos recém coletados
(dia 0). Pode-se verificar que a quitosana interferiu no metabolismo dos frutos, mantendo
0s niveis de solidos soluveis mais baixos (Tabela 2). Silva et al. (2009), avaliando as
caracteristicas fisicas e quimicas de 15 variedades de manga em Minas Gerais,
observaram que frutos de manga ‘Tommy Atkins’, sem tratamentos, possuiam o °Brix de
14,7. Com o teor de sélidos solUveis totais € possivel verificar a quantidade de agucares
presente nos frutos, os niveis de SST tentem a aumentar com o0 avanc¢o da maturacao, pela
degradacdo ou biossintese dos polissacarideos.

A acidez titulavel dos frutos tratados com quitosana, em todas as concentragoes,
apresentaram os maiores resultados com 0,83, 0,67 e 0,60%, para os tratamentos
quitosana a 1%, 1,5% e 2%, respectivamente. Os frutos tratados com fungicida e com
EMSC 1000 ppm obtiveram os menores valores de acidez titulavel de 0,20 e 0,23%,
respectivamente (Tabela 2). A acidez titulavel é dada pela presenca de acidos organicos,
neste caso o &cido citrico. Ao longo do amadurecimento do fruto os niveis dos acidos
tendem a diminuir e os niveis de solidos solUveis tendem a aumentar. Souza et al. (2011),
verificando aplicacédo de revestimento a base de quitosana, observou que frutos de manga
ndo revestidos obtiveram uma reducdo progressiva nos teores de acidez titulavel,
diferindo dos frutos com revestimento de quitosana, onde a reducdo dos &cidos foi
desacelerada.

Os menores valores de SST/ATT foram obtidos pelos tratamentos com quitosana,
em todas as concentraces, 16,47, 16,68 e 17,15, para 1%, 1,5% e 2%, respectivamente.
A relagéo de SST/ATT mostrou que os frutos tratados com quitosana apresentaram
desaceleracdo do metabolismo, j& que os mesmos ndo diferiram dos frutos recem
coletados (dia 0), ainda verdes. Com isso pode se observar que a quitosana retardou o
amadurecimento dos frutos, mantendo-os com caracteristicas de frutos verdes ao longo
do armazenamento. J4 os frutos tratados com os demais tratamentos néo diferiram do
tratamento controle (ADE). Essa relacdo de SST/ATT é um indicativo do sabor do fruto,
ja que esta relacionado com os niveis de agucares e dos acidos da fruta. Assim durante o
amadurecimento os valores dessa relacdo tentem a aumentar (PINTO et al., 2003;
CHITARRA; CHITARRA, 2005).
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Ocorréncia de patdgenos causadores de doencas pos-colheita em manga sob infec¢éo

natural

Os fungos encontrados nos frutos de manga tratados e submetidos a infeccdo
natural foram Aspergillus spp., C. gloeosporioides, Fusarium sp. e Penicillium sp. Dentre
eles os do género Aspergillus spp., foi encontrado em todos os tratamentos, exceto no
tratamento com ASM, no qual ocorreu a menor incidéncia de fungos (Figura 1). O EMSC
1000 ppm foi o tratamento com a maior ocorréncia do patégeno, onde 50% das lesdes,
das quais foram realizados os isolamentos apresentaram o patégeno. Segundo Filgueiras
(2000), a doenca conhecida como podriddo café da mangueira é causada por Aspergillus
spp., porém o mesmo € patdgeno considerado secundario por ser um oportunista, que

penetra através de ferimentos ja estabelecidos.
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Figura 1. Incidéncia de fungos isolados de frutos possiveis causadores de doencas
pos-colheita em frutos de manga ‘Tommy Atkins’ tratados com extrato de
meldo-de-sdo-caetano (EMSC) a 1000 ppm (1), 1500 ppm (2), 2000 ppm
(3), quitosana a 1% (4), 1,5% (5), 2% (6), indutor de resisténcia
acibenzolar-S-metil (ASM) (7), fungicida (Tiabendazol) (8) e controle
(ADE) (9), durante 5 dias de armazenamento

Assim como o patdgeno Aspergillus spp., o fungo C. gloeosporioides foi
observado nos frutos de mangueira submetidos a todos os tratamentos, exceto com
quitosana a 1%. Todos os tratamentos apresentaram percentuais de incidéncia do C.

gloeosporioides menores que o apresentado pelo tratamento controle, com 52,78% de
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incidéncia (Figura 1). O fungo C. gloeosporioides é o causador da doenga antracnose, que
¢ a de maior importancia em todo mundo e infecta todas as partes da planta (BATISTA,
2010). Lemos (2013) testando produtos alternativos ao controle quimico da antracnose
na pos-colheita de mangas ‘Uba’, verificou que entre os frutos tratados com Prochloraz,
quitosana, 6leo de alho (Allium sativum L.) e 6leo de améndoa (Prunus dulcis Mill.), a
quitosana obteve o menor percentual de frutos colonizados.

O fungo Pestalotia sp. € um dos patdgenos causadores de podriddes pedunculares
no fruto de manga. Os tratamentos que apresentaram o mesmo foram EMSC 1000 ppm
(1) com 13,89%, o EMSC 2000 ppm (3) com 5,56% e o controle (9) com 13,89%. A
podriddo causada pelo Pestalotia se inicia no apice do fruto, que adquire uma coloragédo
marrom no inicio da contaminacao, posteriormente essa coloracdo muda para um preto-
olivaceo (KIMATI et al., 1997).

O género Penicillium sp. foi isolado em 5 dos 9 tratamentos, EMSC 2000 ppm,
quitosana 1%, ASM, fungicida e controle, com a maior incidéncia em frutos tratamentos
com ASM, onde 11,11% o patdgeno estava presente. As duas menores concentracdes de
EMSC e as maiores concentracfes de quitosana evitaram a incidéncia do patdégenos. O
fungo esta diretamente envolvido nas podriddes pedunculares em mangas, sendo um
patdgeno de importancia secundaria (KIMATI et al., 1997; FISCHER et al., 2009).

A inibicdo de alguns patdgenos causadores de doencas na pos-colheita, pode ser
uma grande alternativa para minimizar as perdas de frutos durante o tempo de

armazenamento, ja que as maiores perdas ocorrem devido a infeccéo.

Severidade de antracnose em frutos de mangueira tratados com extrato vegetal,

quitosana, indutor de resisténcia e fungicida

No primeiro dia de avaliagéo da severidade de C. gloeosporioides inoculados em
frutos de mangueira ‘Tommy Atkins’ foi possivel verificar que todos os tratamentos
retardaram a infeccdo inicial do patdégeno, uma vez que o tratamento controle ja
apresentava uma média de 7,34 mm de didmetro da lesdo (Tabela 3). No segundo dia, 0s
frutos tratados com quitosana em todas as concentragcdes, o fungicida e a menor

concentracdo de EMSC ainda ndo apresentaram desenvolvimento das lesdes.



48

Tabela 3. Avaliacdo da severidade, com auxilio de um paquimetro, de Colletotrichum
gloeosporioides inoculado artificialmente na regido préximo ao peddnculo
em frutos de mangueira ‘Tommy Atkins’ tratados com extrato de meldo-
de-sdo-caetano (EMSC), quitosana, indutor de resisténcia acibenzolar-S-
metil (ASM) e fungicida (Tiabendazol), durante 8 dias de armazenamento

Tratamentos Dial* Dia?2 Dia 3 Dia 4 Dia 5 Dia 6 Dia 7
EMSC 1000 ppm 6,00 8 729 a 983 a 2164 b 3822 C 5454 b 8160 C
EMSC 1500 ppm 6,00 @ 933 b 1340 b 3789 ¢ 66,08 d 9188 C 109,21 d
EMSC 2000 ppm 6,20 @ 855 b 1303 b 3206 ¢ 5620 d 7806 C 11371 d
Quitosana 1% 600 @ 6002 628 68 a 88 a 1189 a 1619 2
Quitosana 1,5% 600 @ 6002 6122a 672a 944 a 1405 a 3095 2
Quitosana 2% 600 @ 6002 6002 600a 647 @ 1131 a8 16,03 2
ASM 6,00 @ 1069 b 1764 b 37,77 ¢ 5386 d 6738 b 8412 ¢
Fungicida (Tiabendazol) 6,00 @ 658 @ 859 a 1765 b 2995 b 4335 b 5612 b
Controle (ADE) 734 b 1045 b 1587 b 3123 ¢ 4802 ¢ 5539 b 7786 ¢
CV (%) 16,00 3968 6101 5998 5537 46,95 48,40

Médias seguidas da mesma letra, na coluna, ndo diferem entre si pelo teste Scott-Knott a 5% de probabilidade

*Dias ap0s a inoculagdo

O 3° dia de avaliagéo apresentou desenvolvimento da lesdo similar ao 2° dia. No
4° dia os tratamentos com quitosana, em todas as concentracdes, apresentaram as menores
médias entre os tratamentos, sendo que os frutos tratados com quitosana a 2% nao
permitiu o desenvolvimento do patdgeno. Os tratamentos com EMSC 1500 ppm e 2000
ppm e o tratamento com ASM, apresentaram as maiores médias de diametro da leséo,
37,89 mm, 32,06 mm e 37,77 mm, respectivamente (Tabela 3). Os resultados obtidos
diferem dos de Souza (2013), em que testando extratos de meldo-de-sdo-caetano em
frutos de abacaxizeiro ‘Pérola’ contra Chalara paradoxa, obteve uma redugdo na
severidade da doenca, assemelhando-se aos tratamentos convencionais da cultura.

O comportamento no 5°, 6°, e 7° dia de avaliagdo seguiram 0 mesmo progresso,
onde ao 7° dia os frutos tratados com quitosana apresentaram as menores médias de
severidade, reduzindo significativamente o avanco da doenca. O fungicida retardou o
avanco se comparado com o tratamento controle, j& os tratamentos de EMSC em todas as
concentracBes e 0 ASM apresentaram as maiores medias. Pode constatar que houve um
estimulo dos patdgenos por esses tratamentos. (Tabela 3). Canaver e Di Piero (2011),
avaliando o efeito preventivo da imersédo de frutos de macieira (Malus domestica Borkh)
cv. Fuji em suspensbes de quitosana verificaram que quanto maior o aumento nas
concentragBes de quitosana maior foi a eficiéncia de controle do mofo azul na pds-

colheita das macas.



49

Avaliando o desenvolvimento das doengas na regido basal do fruto, nas
concentracOes de quitosana utilizadas, apenas no 3° dia apds a inoculacédo foi observado
0 desenvolvimento de lesdes (Tabela 4). As maiores medias de severidade no 7° dia,
foram observadas no tratamento EMSC 2000 ppm, sendo superior aos frutos sem
tratamento (controle). Os tratamentos convencionais com fungicida e o indutor ASM,

obtiveram médias superior aos tratados com quitosana.

Tabela 4 Avaliacdo da severidade, com auxilio de um paquimetro, de Colletotrichum
gloeosporioides inoculado artificialmente na regido basal de frutos de
manga ‘Tommy Atkins’ tratados com extrato de meldo-de-séo-caetano
(EMSC), quitosana, indutor de resisténcia acibenzolar-S-metil (ASM) e
fungicida (Tiabendazol), durante 8 dias de armazenamento

Tratamentos Dial* Dia?2 Dia 3 Dia4 Dia5 Dia 6 Dia 7
EMSC 1000 ppm 6,48 @ 699 @ 926 b 1851 b 3445 b 4820 b 7261 b
EMSC 1500 ppm 6,18 @ 690 @ 960 b 1976 b 3645 b 372 b 8769 b
EMSC 2000 ppm 6,00 8 600 a 862 b 2226 b 3961 b 5750 b 11391 ¢
Quitosana 1% 600 @ 600 a 618 a 739 a 930a 1253 @ 1653 a
Quitosana 1,5% 6,00 @ 600 @ 749 a8 1204 a 1478 @ 2057 @ 2128 a
Quitosana 2% 6,00 @ 600 @ 617 @ 835 a 1256 & 1445 & 1767 a
ASM 6,00 @ 640 @ 10,89 b 1639 b 3300 b 4551 b 5883 b
Fungicida (Tiabendazol) 6,00 8 6,18 @ 7,74 @ 1323 @ 2050 @ 4046 b 6645 b
Controle (ADE) 660 @ 843 a 1212 b 2118 b 4212 d 5670 b 77,02 b
CV (%) 1321 3469 5242 6864 5592 56,76 52,20

Médias seguidas da mesma letra, na coluna, ndo diferem entre si pelo teste Scott-Knott a 5% de probabilidade
*Dias ap6s a inoculagdo

Negreiros et al. (2013), avaliando produtos alternativos aos agrotoxicos
convencionais no controle da antracnose em pos-colheita de bananas (Musa spp.) cv.
‘Prata’, observou que 6leo de alho e quitosana reduziram a intensidade da doenga e a
qualidade dos frutos que ndo foram depreciados com a aplicacdo dos tratamentos. Di
Piero e Garda (2008), testando quitosana para o controle de antracnose em feijoeiro-
comum (Phaseolus vulgaris L.), verificaram que a quitosana apresentou propriedades
antifangicas contra o C. lindemuthianum, reduzindo em torno de 70% da severidade, além
de induzir a resisténcia ao fitopatdgeno. Segundo os mesmos autores, além da acdo de
ativacdo de mecanismos de defesa que a quitosana propicia nos vegetais, ela ainda pode
interferir, através de altas massa moleculares e cargas positivas, nos residuos carregados
negativamente das macromoléculas expostas sobre a superficie dos fungos, e assim alterar

a permeabilidade da membrana plasmaética.
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Observando o primeiro dia apds a inoculacdo da area basal, os frutos tratados com
EMSC a 1000 ppm e 1500 ppm, ja apresentavam evolucdo da doenca (Tabela 4). Ao
longo do tempo de armazenamento os frutos tratados com extratos vegetais apresentaram
uma agressiva evolugdo da doenca, chegando ao didmetro de 113,91 no sétimo dia nos
frutos tratado com EMSC 2000 ppm. Diferindo de Lins et al. (2012), onde utilizando
extratos aquosos de alho (Allium sativum L.) , meldo-de-sdo-caetano e casca de manga,
contra podridao peduncular em mangueira (Lasiodiplodia theobromae), verificaram que
extrato de meldo-de-sdo-caetano e da casca da manga, apresentaram potencial controle a
doenga. Celoto et al. (2011), avaliando o efeito de extratos de mel&o-de-séo-caetano
contra a antracnose da bananeira, observaram que o extrato vegetal reduziu 70% o

didmetro da lesdo.
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CONCLUSOES

A quitosana diminuiu a severidade da antracnose em frutos de mangueira Tommy
Atkins, causada pelo patdgeno Colletotrichum gloeosporioides.

A quitosana e o acibenzolar-S-metil, conferiram uma menor incidéncia de fungos
em frutos de mangueira Tommy Atkins, assim como conservaram a aparéncia dos frutos
no periodo de armazenamento.

O uso de quitosana influenciou positivamente na qualidade pés-colheita dos
frutos de manga, mantendo sua vida Util por periodo mais prolongado e influenciou

positivamente na perda de massa acumulada dos frutos.
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MAIA, L. D. M. Atividade enzimdtica em frutos de mangueira ‘Tommy Atkins’ contra
Colletotrichum gloeosporioides. Areia: CCA/UFPB, 2015. (Dissertacdo de Mestrado em
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RESUMO

O uso de tratamentos quimicos para controle da antracnose na pés-colheita de manga
causam perdas na exportacdo da fruta, sendo necessario a busca por alternativas ao uso
de tratamentos quimicos e, consequentemente, reduzir o dano causado pelo patégeno. A
resisténcia da planta ao patdgeno, através de mecanismos de defesa, onde as plantas
sintetizam proteinas relacionadas a defesa da mesma, vem sendo amplamente estudada,
tornando-se uma alternativa ao controle convencional. Com isso o objetivo deste trabalho
foi avaliar as enzimas envolvidas na defesa de plantas, em frutos de mangueira, tratados
com extrato de meldo-de-sdo-caetano (Momordica charantia), quitosana, ASM e
fungicida. As folha de meldo-de-séo-caetano foram coletadas na cidade de Areia-PB,
preparadas no laboratorio de fitopatologia, no campus Il, da UFPB, e encaminhada para
o laboratério de Quimica de Produtos Naturais, Campus |, UFPB, para extracéo etandlico.
Os tratamentos foram compostos pelo extrato de M. charantia nas concentracdes de 1000,
1500 e 2000 ppm, quitosana nas concentracdes de 1%, 1,5% e 2%, o produto comercial
acibenzolar-S-metil (ASM) (0,1 g.L™), fungicida (Tiabendazol) (4 mL. L) e agua
destilada esterilizada (controle), com quatro repeticdes e trés frutos por repeticdo. As
analises enzimaticas foram realizadas no dia da coleta dos frutos e oito dias ap6s a
aplicacdo dos tratamentos, avaliando-se as enzimas peroxidase, polifenoloxidase e
fenilalanina amonia-liase. A atividade da peroxidase aumentou em todos os tratamentos,
guando comparados com o controle. Apenas os tratamentos com quitosana, em todas as
concentracOes testadas, como o extrato de M. charantia na maior concentracao,
propiciaram um aumento na atividade da enzima polifenoloxidase. A atividade de
fenilalanina aménia-liase so foi estimulada pelo tratamento de quitosana a 2%.

Palavras chaves: Mangifera indica L., antracnose, proteinas de defesa
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MAIA, L. D. M. Enzymatic activity in mango fruits Tommy Atkins' against
Colletotrichum gloeosporioides. Areia: CCA/UFPB, 2015. (Thesis: Master in
Agronomy), p. 67.

ABSTRACT

The use of chemical treatments for control of anthracnose in mango postharvest cause
losses in fruit exports, requiring the search for alternatives to the use of chemical
treatments and hence reduce the damage caused by the pathogen. The plant resistance to
pathogens through defense mechanisms, where the plants synthesize proteins related to
defense of it, has been widely studied, becoming an alternative to conventional control.
Therefore, the objective of this study was to evaluate the enzymes involved in plant
defense in mango fruits treated with extract of Momordica charantia, chitosan, ASM and
fungicide. The leaf of M. charantia were collected in the city of Areia-PB, Brazil,
prepared in plant pathology lab on Campus Il, UFPB, and forwarded to the Natural
Products Chemistry Laboratory, Campus I, UFPB, for extraction ethanol. The treatments
consisted of M. charantia extract at concentrations of 1000, 1500 and 2000 ppm chitosan
in concentrations of 1%, 1.5% and 2%, the commercial product acibenzolar-S-methyl
(ASM) (0.1 g L), fungicide (Thiabendazole) (4 ml.LY) and sterile distilled water
(control), with four replications and three fruits per replication. Enzymatic assays were
performed on the day of fruits harvested and of fruits eight days after treatment
application, evaluating the peroxidase, polyphenol oxidase and phenylalanine ammonia
lyase. The peroxidase activity increased in all treatments compared with control. Only the
treatments with chitosan, in all tested concentrations, such as M. charantia extract the
highest concentration, results in an increase in PPO activity. Phenylalanine ammonia-
lyase activity was not stimulated by treatment of 2% chitosan.

Key words: Mangifera indica L., anthracnose, defense proteins



58

INTRODUCAO

A manga (Mangifera indica L.) é uma fruta tropical de grande aceitagdo
comercial, sendo a segunda fruta mais exportada no Brasil no ano de 2013, ficando atras
apenas do meldo. Nesse mesmo ano foram produzidas 122 mil toneladas da fruta, com
uma receita nos negdcios com o exterior de 147,5 milhGes de délares (SANTOS et al.,
2014). O nordeste brasileiro é a maior regido produtora da manga, onde, apresentam alta
producdo e boa qualidade dos frutos, pois a regido possui o clima favoravel ao cultivo da
mangueira (XAVIER el al., 2009).

A antracnose, causada pelo fungo Colletotrichum gloeosporioides (Penz.) Penz.
& Sacc, é uma doenga encontrada em todas as regides produtoras da fruta no Brasil. Ela
pode atacar varias partes da mangueira como, folhas, ramos, peciolos, inflorescéncia e
principalmente os frutos, onde causa manchas arredondadas, deprimidas de coloragdo
marrom a preta (VIEIRA, 2012). A doenca é um dos maiores problemas fitossanitarios
da mangueira, especialmente para a exportacao de frutas, sendo necessario pulverizactes
constantes com fungicidas no campo, e ainda, tratamentos na pre e pds-colheita da fruta
(PONTES et al., 2011).

O uso de produtos quimicos é largamente empregado no controle de doencas,
porem 0 uso exacerbado desses produtos traz danos ao homem e ao meio ambiente,
surgindo a necessidade de buscar controle alternativos as doengas (SILVA, 2007;
RODRIGUES et al., 2011). Nessa busca por alternativas vém se intensificando as
pesquisas que visam a resisténcia por parte da planta através de mecanismos de defesa,
onde as plantas sintetizam proteinas relacionadas a defesa da planta. Tais proteinas
exercem papeis diferenciados na planta, pode agir direta e indiretamente no patégeno
causador da doenca (PINTO et al., 2011)

A peroxidase € uma das proteinas relacionadas a patogénese (proteinas PR), ela
estd envolvida em varios mecanismos de defesa celular, seu funcionamento consiste na
reacdo de compostos contendo grupos hidroxila anexado em anéis aromaticos, sendo a
reacao basica da enzima a oxidagéo desidrogenativa do guaiacol, que resulta na formacao
de radicais fenoxi. Essa enzima possui participacdo direta na lignificacdo, suberizacgéo de
ferimentos e metabolismo de parede celular (KUHN, 2007).

A enzima polifenoloxidase (PPO) esta diretamente envolvida na oxidacdo de
polifendis em quinonas no momento da ruptura da célula. Essas quinonas sdo compostos

antimicrobianos, além da producdo quinonas a polifenoloxidase, assim como a
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peroxidase, participa da lignificagdo celular no momento do ataque. Quando a planta
apresenta altos niveis de compostos fendlicos no local da infeccdo, esses compostos
restringem ou mesmo retardam o crescimento dos patégenos, agindo de forma direta no
local de infecgéo (LIU et al., 2005).

A fenilalanina aménia-liase (FAL) é uma enzima chave nas rotas de sintese de
compostos fendlicos, talvez seja a enzima mais estudada no metabolismo secundario em
plantas. A FAL € responsavel pela primeira série de produtos naturais, os metabolicos
secundarios, ela fica localizada no ponto de ramificacdo entre 0 metabolismo primério e
0 metabolismo secundario, sua atividade é aumentada durante varios estresses, mas
principalmente durante infeccdo por fungos, onde com a infecgdo estimula-se a sintese de
compostos fenolicos (TAIS e ZEIGER, 2009; PINTO et al., 2011).

Sendo assim o objetivo deste trabalho foi avaliar a atividade enzimas, peroxidase,
polifenoloxidase e fenilalanina amonia-liase em frutos de mangueira (Mangifera indica
L.), tratadas com extrato de mel&o-de-sdo-caetano (Momordica charantia L.), quitosana,

acibenzolar-S-metil e fungicida.

MATERIAL E METODOS

Os frutos foram obtidos no Centro Estadual de Abastecimento Sociedade
Andnima - PB (CEASA-PB) - Empresa Paraibana de Abastecimento e Servi¢os Agricolas
- Campina Grande (EMPASA), de acordo com a escala de maturacdo para mangas, no
estadio 3, estadio em que os frutos séo colhidos para comercializagdo (ASSIS, 2010). Os
frutos foram colhidos 24 horas antes na cidade de Petrolina-PE, Latitude: 09° 23' 55" S e
Longitude: 40° 30" 03" W, na regido de producdo Vale do Submédio Sao Francisco. Os
frutos foram conduzidos ao Laboratério de Fitopatologia, do CCA/UFPB, Areia-PB,
foram lavados com agua, sabdo e hipoclorito de sédio a 1%, aplicando-se 0s tratamentos
em seguida.

Os tratamentos utilizados foram extrato de meldo-de-séo-caetano nas
concentragdes 1000, 1500 e 2000 ppm, quitosana (Chitosan Aldrich®) nas concentracdes
de 1%, 1,5% e 2%, acibenzolar-S-metil (Bion®) (0,1 g.L?), fungicida tiabendazol (Tecto®
SC) (4 mL. LY, ADE (4agua destilada esterilizada). O delineamento foi inteiramente

casualizado com 9 tratamentos, 4 repeticGes e 3 frutos por repeticéo.
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As analises enziméticas foram realizadas no dia da coleta dos frutos e oito dias
apos a aplicacdo dos tratamentos, avaliando-se as enzimas peroxidase, polifenoloxidase
e fenilalanina amonia-liase. A extracdo do material foi realizada da mesma forma para as
3 enzimas, na qual foram macerados 0,25 g de polpa em 4 mL de acetato de sodio (solucéo
pronta anteriormente) até a obtencdo de uma massa homogénea, depositada em tubos
Eppendorfs e centrifugados a 12.000 rpm durante 20 minutos a 4°C. O sobrenadante foi
utilizado para a determinacdo da atividade das enzimas peroxidase, polifenoloxidase e
fenilalanina-amonia liase (PAL). Também foi realizada a quantificacdo das proteinas
totais pelo método proposto por Bradford (1976), utilizando Soro Albumina Bovina
(BSA) como padréo.

O método Bradford (1976) consiste na detec¢do e quantificacdo de proteinas,
através do uso de cromassie brilhante blue G — 250 que se liga as proteinas, onde por meio
da leitura de absorbancia, em 595 nm, determina-se a quantidade de proteina na amostraa.
Para a preparacdo pesou-se 100 mg de Cromassie Brilhante Blue G — 250, diluida em 50
mL de etanol a 95%. Em seguida adicionou-se 100 mL de acido fosforico a 85% e ADE
até completar 1 L. Apds a mistura realizou-se a homogeneizacdo e a triplice filtragem,
armazenando em geladeira, estabilizando em 2 horas. Misturou em uma cubeta 1 mL da
solucdo de Bradford e adicionou 100 pul da amostra, homogeneizou-se e em seguida
deixou a amostra com a solucdo reagindo por 15 minutos, apos o termino da reacao
procedeu-se a leitura da amostra com a absorbancia de 595 nm em espectrofotdmetro.

Para a determinacdo da atividade de peroxidase (POX), 0,25 mL de extrato
enzimatico foi adicionado ao meio de reagdo contendo 0,25 mL de guaiacol (1,7%) e 0,75
mL de tampéo fosfato 0,1 M, pH 6,0 e 0,25 mL de H20- (1,8%), totalizando o volume de
1,5 mL. O branco foi composto do mesmo meio de reagdo, exceto o extrato enzimatico
que foi substituido por &gua. A atividade enzimatica foi determinada em
espectrofotdbmetro, pela variagdo da absorbéancia, no comprimento de onda de 470 nm, a
25 °C. Imediatamente apds a mistura realizou-se a leitura e a atividade expressa em
Unidades de Absorbancia (UA).min"t.mg™* de proteina.

A atividade da polifenoloxidase, foi determinada com 0,5 mL de extrato
enzimatico que foi adicionado ao meio de reacdo contendo 0,25 mL de S-metil-catecol
0,6 mM e 0,75 mL de tampao fosfato 0,1 M (pH 6,8). O branco foi composto por todos
0s componentes do meio de reacdo, exceto 0 extrato enzimatico, que foi substituido por
agua. As solucdes foram incubadas por 15 minutos a 40 °C e paralisada com adicéo de

0,8 mL de acido perclérico. As reagdes foram acompanhadas em espectrofotdometro, pela
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variacdo da absorbancia, no comprimento de onda de 395 nm, a 25 °C. A atividade da
polifenoloxidase foi expressa em Unidades de Absorbancia (UA). min™.mg de proteina.

A atividade da enzima fenilalanina amonia-liase (FAL) foi avaliada com 0,5 mL
do extrato enziméatico em tubos de ensaio acrescentando 1,5 mL de solucdo tampéo TRIS
(0,01M, pH 8,8), 0,5 mL de solugdo de fenilalanina (substrato) e 0,5 mL de ADE. O
branco, utilizado para zerar o espectrofotdmetro, apresentava todos os componentes do
meio de reacdo exceto o extrato enzimatico que foi substituido por agua. Os tubos foram
incubados em banho-maria a 40 °C, durante 60 minutos. Apds o periodo de incubacéo a
reacdo foi paralisada com a adicdo de 0,1 mL de &cido cloridrico a 5,0 M. Apds a
paralizacdo, as leituras espectrofotométricas foram realizadas a 290 nm, a 25 °C e os
resultados foram expressos em Unidades de Absorbancia (UA).mint.mg* de proteina.

Os dados foram analisados no programa estatistico SISVAR® utilizando o teste
Sckott-Knott ao nivel de 5% de probabilidade.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Analise enzimatica de frutos de mangueira tratados com extrato vegetal de meléo-

de-sdo-caetano, quitosana, acibenzolar-S-metil e fungicida

Os tratamentos avaliados apresentaram efeito significativo em relacéo aos frutos
ndo tratados, com destaque para a producdo da enzima peroxidase.

A atividade da enzima peroxidase pode ser verificada em todos os tratamentos,
diferindo estatisticamente dos frutos ndo tratados e dos frutos recem coletados, ainda
verdes. As maiores medias foram obtidas pelos tratamentos EMSC 1000 ppm e quitosana
a 2%, com valores de 6,0485 e 5,9976 (UA.mint.mg? de proteina), respectivamente
(Tabela 1). Ja Felipini e Di Piero (2009), avaliando a aplicacao de quitosana no controle
pos-colheita de macéd contra C. acutatum e atividade de peroxidase, observaram que a
aplicacdo de quitosana independente da inoculacdo do patégeno ndo alterou a atividade

de peroxidase, em relacéo aos frutos tratados somente com agua.
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Tabela 1. Atividade enzimtica de Peroxidase, Polifenoloxidase e Fenilalanina
amonia-liase (UA.min™.mg de proteina) em frutos de mangueira ‘Tommy
Atkins’ no de dia da coleta (dia 0) e frutos tratados com extrato de meldo-
de-sdo-caetano (EMSC), quitosana, indutor de resisténcia acibenzolar-S-
metil (ASM) e fungicida (Tiabendazol), armazenados por 8 dias

Tratamentos Peroxidase Polifenoloxidase Fenilalanina aménia-liase
Coleta (dia 0) 0,8759 0,5964 0,1674
EMSC 1000 ppm 6,0485 a 0,8502 b 0,2297 b
EMSC 1500 ppm 4,7981 a 0,3336 b 0,1545 b
EMSC 2000 ppm 4,6230 a 1,3858 a 0,1057 b
Quitosana 1% 4,2703 a 1,5248 a 0,1846 b
Quitosana 1,5% 45001 a 1,1576 a 0,2344 b
Quitosana 2% 59976 a 14734 a 0,4397 a
ASM 5,2335 a 0,6958 b 0,1341 b
Fungicida (Tiabendazol) 4,3575 a 0,2728 b 0,1201 b
Controle (ADE) 1,8845 b 0,4756 b 0,1520 b
CV (%) 49,66 102,12 60,33

Meédias seguidas da mesma letra, na coluna, ndo diferem entre si pelo teste Scott-Knott a 5% de probabilidade

A aplicacdo de ASM elevou os niveis de peroxidase significativamente nos frutos,
sendo uma das maiores médias obtidas dentre os tratamentos, 5,2335 (UA.min"t.mg? de
proteina). Pan e Liu (2011), estudando a aplicacdo de ASM na pds-colheita de diferentes
variedades de manga, observou um aumento em substancias de resisténcias, tais como
compostos fendlicos e ligninas, porém ocorreu diferenca no nivel dependendo da
variedade de manga estudada.

Frutos recém colhidos apresentam baixa atividade da enzima peroxidase menor
que os frutos com 8 dias de armazenamento sem tratamento, 0,8759 e 1,8845,
respectivamente. Sendo assim, frutos recém colhidos possuem baixa atividade de
peroxidase que € uma importante enzima no metabolismo da planta, sendo responsavel
pelo reforco da parede celular e cicatrizacdo de ferimentos, além de participar da defesa
contra patdgenos.

Diferente da peroxidase, a enzima polifenoloxidase apresentou alta atividade nos
tratamentos somente no tratamento a base de quitosana, em todas as concentracgdes, e no
tratamento de EMSC 2000 ppm, ambos diferindo estatisticamente do controle e dos frutos
recém colhidos (Tabela 1). O nivel de atividade da enzima em frutos tratados com ASM
foram baixos, em relacdo ao controle. Diferindo de Zhu et al. (2008), onde estudando o

efeito da aplicacdo de ASM na pos-colheita de manga contra antracnose e avaliando 0s
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possiveis mecanismos envolvidos na resposta de defesa do fruto, observaram que 0s
frutos tratados com ASM, no oitavo de apds a inoculacdo do patdgeno, apresentaram
niveis de polifenoloxidase 85,1% maior que o tratamento controle.

Liu et al. (2005), estudando o efeito de acibenzolar-S-metil (ASM) na inducéo de
resisténcia na pds-colheita de frutos de péssego em resposta ao ataque de patdgeno,
observou que o0s péssegos tratados com ASM melhoraram, significativamente, a
resisténcias dos mesmos a doencas pos-colheitas, sugerindo ainda que tratamentos
alternativos na pds-colheita prometem ser uma alternativa viavel ao uso de fungicidas,
tanto em frutas com em legumes.

Quando a atividade de polifenoloxidase, a menor atividade da enzima foi
observada nos frutos tratados com fungicidas, sendo menor que o tratamento controle,
porém ndo diferindo estatisticamente do mesmo. O tratamento fungicida possui baixa
atividade em todas as enzimas testadas, comparando com os indutores testados, sendo
superior que o tratamento controle apenas na atividade da peroxidase. Buso et al. (2014),
avaliando a efetividade da quitosana na qualidade da mandioquinha-salsa, verificaram
que a aplicacdo do produto promoveu efeito elicitor de respostas bioquimicas da defesa
da mandioquinha-salsa, promovendo um aumento significativo nas atividades da
polifenoloxidase e de peroxidase. Resultados semelhantes com os encontrados por Liu et
al. (2007), onde tratando tomates com quitosana, conferiu 0 aumento significativo na
atividade das enzimas polifenoloxidase e peroxidase, promovendo tambem acdo
fungistatica cantra patdgenos.

A enzima polifenoloxidase, assim como a peroxidase, participa no processo de
lignificagdo durante a invasdo por patdgenos, além de produzir compostos téxicos e
fenois, que sdo responsaveis pelo aumento na resisténcia das plantas contra patdgenos.
Essa enzima permanece inativa, intracelularmente, até que ocorra um ferimento ou um
ataque de patdgenos, nesse momento iniciasse 0 processo de oxidacdo de compostos
fenolicos, liberando-os nas células afetadas (SCHULTZ, 2008).

Quanto atividade de fenilalanina amoénia-liase (FAL) todos os tratamentos
apresentaram baixas atividades da enzima e apenas o tratamento de quitosana a 2% obteve
niveis elevados da producéo da fenilalanina aménia-liase, 0,4397 unidade de absorbéancia
UA.mint.mg? de proteina, quando comparados com o tratamento controle. Os demais
tratamentos ndo diferiram da testemunha nem dos frutos verdes, recém coletados (dia 0).
ROMANAZZI et al. (2002), tratando uvas de mesa com quitosana contra podridao

cinzenta da armazenagem, verificando a atividade de fenilalanina amonia-liase,
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observaram que os frutos tratados com 1% de quitosana conferiram um aumento 2 vezes
maior que frutos ndo tratados.

Sendo a fenilalanina aménia-liase uma enzima chave, considerada umas das
principais no mecanismo de defesa, a alta produgéo da mesma torna-se um bom indicativo
da ativacdo da resisténcia do fruto. A producdo de compostos fendlicos € derivada da
fenilalanina, através da eliminacao de uma molécula de amonia para a formacao do acido
cinamico, feita pela enzima FAL (TAIZ e ZEIGER, 2009; PINTO et al., 2011)

A fenilalanina amobnia-liase é a primeira enzima presente na producdo dos
fenilpropandides, sendo também responsdvel pela desaminacdo da L-fenialanina,
convertendo-a em 4cido trans-cindmico e amonia. Ela difere das peroxidases e
polifenoloxidases por atuar em um substrato especifico, a fenilalanina (BALDO, 2008).

E possivel avaliar a atividade metabdlica de frutos mesmo no tratamento pos-
colheita, verificando que através de estimulos externos, como 0s extratos vegetais,
quitonasa e 0 ASM, proteinas relacionadas a patdgenos foram produzidas, ativando

mecanismos de defesa nos frutos.



65

CONCLUSOES

A atividade de peroxidase foi estimulada por todos os tratamentos e concentragdes
aplicadas nos frutos de mangueira.

A enzima polifenoloxidase apresentou maior atividade nos frutos submetidos ao
tratamento com quitosana, em todas as concentracdes, e no EMSC 2000 ppm.

A quitosana a 2% conferiu aumento na atividade de fenilalanina amonia-liase,

sendo recomendado seu uso na pds-colheita de frutos de mangueira.
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