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Aradjo, A.K.O. Controle biolégico pos-colheita da antracnose em frutos de
maracujazeiro amarelo (Passiflora edulis f. flavicarpa). Areia: CCA/UFPB .
(Dissertacao de Mestrado em Agronomia), 70 paginas.

RESUMO GERAL

O objetivo do trabalho foi determinar o efeito dos agentes bidticos Sacharomyces cereviseae
e Trichoderma asperellum, sobre a qualidade de frutos de maracujazeiro amarelo
(Passiflora edulis f. flavicarpa) e severidade da doenca em folhas de maracujazeiro
destacadas, bem como crescimento micelial do patégeno in vitro. Os tratamentos utilizados
foram agua destilada esterilizada - ADE (T1); 4 doses de produto comercial a base de S.
serevisiae, na proporc¢do de 5; 10, 15, e 20 g/L (T2, T3, T4, T5 respectivamente); 4 doses de
T. asperellum na proporcdo de 5; 10, 15, e 20 g/L (T6, T7, T8, T9 respectivamente) e
fungicida Mancozebe na dose 2,0 g/L. Para qualidade pds- colheita foram avaliadas as
variaveis Teor de Solidos Soldveis Totais, pH, Acidez titulavel, Area Abaixo da Curva de
Progresso da Doenca (AACPD) , inibicdo do crescimento micelial e didmetro médio das
lesbes em folhas destacadas. A aplicagdo dos tratamentos nos frutos deu-se por imersao
durante 2 minutos e posterior secagem a temperatura de 25 + 2 °C. Os frutos foram
acondicionados em bandejas plasticas e submetidos a cdmara Umida por 24 horas. A
inoculacdo de C. gloeosporioides ocorreu através da deposicdo de discos de 7 mm de cultura
fangica, com sete dias de idade, na superficie do fruto, previamente ferido, em trés locais
equidistantes. Para avaliacdo do crescimento micelial do patdgeno, foram utilizadas col6nias
puras, com 7 dias de idade, incubadas em meio BDA acrescido dos tratamentos
supracitados. Para a avaliacdo da reducdo da doenca em folhas de maracujazeiro destacadas
utilizaram-se trés discos de folhas, de aproximadamente 7 cm de diametro, sendo
pulverizados com suspensdo de esporos de C. gloeosporioides na concentragdo de 1x10°
esporos.mL™! e depositadas em placas de Petri. Determinou-se o periodo de laténcia através
de monitoramento diario para identificacdo do surgimento dos primeiros sinais e sintomas
do patdgeno. Os resultados demonstraram que os tratamentos ndo influenciaram na
qualidade pés-colheita dos frutos de maracujazeiro. O controle biol6gico com S. cerevisae e
T. asperellum. reduziu a severidade da doenca nos frutos tratados a 20 g/L bem como o
fungicida mancozebe. Para o crescimento micelial do patégeno in vitro as melhores
condigdes de cultivo foram com 15 e 20 g/L e o fungicida, onde a inibig&o do crescimento
micelial foi acima de 90% para os trés tratamentos. Para AACPD em folhas destacadas, 0s
resultados mais promissores foram com S. cereviseae e T. asperellum a 20g/L,
proporcionando menor severidade da doenga.

Palavras chaves: Colletotrichum  gloeosporioides, Trichoderma  asperellum,
Sacharomyces cerevisae, Qualidade pds-colheita



Araujo, A.K.O. Postharvest biological control of anthracnose in fruits of yellow
passion fruit (Passiflora edulis f. flavicarpa). Areia: CCA / UFPB, 2015. (Dissertation in
Agronomy), 71 pages.

ABSTRACT

The objective of this work was to determine the effect of biotic agents Saccharomyces
cerevisiae and Trichoderma asperellum, the quality of yellow passion fruit (Passiflora
edulis f. Flavicarpa) and disease severity in passion flower leaves highlighted, as well as
growth of the pathogen mycelia in vitro. The treatments were sterilized distilled water -
ADE (T1); 4 concentrations of commercial product based on S. serevisiae in proportion to
5; 10, 15 and 20 g / L (T2, T3, T4, T5 respectively); T. asperellum 4 concentrations at 5;
10,15and 20 g/ L (T6, T7, T8, T9 respectively) and fungicide Mancozeb at 2.0 g / L. For
quality post-harvest were evaluated variables Content of Total Soluble solids, pH, titratable
acidity, area under disease progress curve (AUDPC), mycelial growth inhibition and
average diameter of lesions in detached leaves. The application of treatments on fruit
occurred by immersion in solutions for 2 minutes and further drying at a temperature of 25
+ 2 °C. The fruits were placed in plastic trays and subjected to a moist chamber for 24
hours. The inoculation of C. gloeosporioides occurred by depositing 7 mm fungal culture
with seven days, on surface area, previously wounded, on three equidistant locations. To
evaluate the mycelia growth, pure colonies were used, with 7-day-old incubated in PDA
medium plus treatments. For the assessment of disease reduction in detached leaves
passionflower used three leaf discs of approximately 7 cm in diameter, sprayed with
suspension C. gloeosporioides spores at a concentration of 1x105 esporos.mL-1 deposited
on plates Petri. It was determined the latency period through daily monitoring to identify
the emergence of the first signs and symptoms of the pathogen. The results showed that the
treatments did not influence the postharvest quality of passion fruit. Biological control with
S. cerevisiae and T. asperellum. reduced the severity of disease in treated fruits to 20 g/ L
and mancozeb fungicide. For mycelial growth of the pathogen in vitro best culture
conditions were 15 and 20 g /L and fungicide where the inhibition of mycelia growth was
over 90% for all three treatments. For AUDPC in detached leaves, the most promising
results were with S. cerevisiae and T. asperellum at 20 g / L, providing lower severity of
disease.

Key words: Colletotrichum gloeosporioides, Trichoderma asperellum, Saccharomyces
cerevisiae, Postharvest Quality



CAPITULO |

CONTROLE BIOLOGICO POS-COLHEITA DA
ANTRACNOSE EM MARACUJAZEIRO AMARELO

(Passiflora eduis f. flavicarpa)



INTRODUCAO

As frutas sdo de grande importancia em todo o mundo, no que se refere aos aspectos
social, econémico e alimentar e possibilita a exploragdo intensiva de areas produtivas,
tornando-as lucrativas. Além disso, utiliza elevada quantidade de mao-de-obra,
constituindo-se numa fonte geradora de empregos, ndo somente na producdo, como
também no armazenamento, no processamento e na comercializagdo. No Brasil, a
fruticultura é um dos segmentos de maior importancia da agricultura nacional respondendo
por mais de 40% da producéo agricola (MACHADO et al., 2014).

O Brasil € o terceiro maior produtor mundial de frutas (IBRAF, 2015) e participa
diretamente na economia do pais através do valor das exportacdes e mercado interno. E
responsavel pela geracdo de 5,6 milhdes de empregos diretos, o equivalente a 27 % do total
da médo de obra agricola, tornando este setor no cenario nacional um dos principais
geradores de renda, emprego e desenvolvimento rural do agronegdcio (REETZ, 2015).

A producdo de maracujazeiro se concentra na América do Sul, principalmente no
Brasil, Equador, Peru e Coldémbia e em alguns paises africanos, que detém cerca de 93% da
producdo mundial. Nos paises sul-americanos, predomina a producdo do maracuja-amarelo
(Passiflora edulis Sins f. flavicarpa), ja nos paises africanos e na Australia ha predominio
da producdo do maracuja-roxo (Passiflora edulis Sims). (IBGE, 2013).

No Brasil, 0 maracujazeiro é cultivado em todo o territério nacional, (PIRES et al.,
2011), porém a cultura é acometida por doencas que provocam danos com perdas de
producdo e produtividade. Essas doengas podem ser causadas por fungos, bactérias e virus,
que limitam sua exploracdo comercial quando nao controladas. Dentre as doencas fangicas
a antracnose, causada por Colletotrichum gloeosporioides Penz (LIMA FILHO, 2008) é
uma das mais importantes que infectam na pré e pos-colheita.

Para controlar as doencas em culturas de importancia econdmica, tem se utilizado
intensivamente agrotoxicos, 0s quais tém causado diversos problemas ao ambiente, com
danos a saude humana; selecdo de patdgenos resistentes; fitotoxicidade a cultura; e
persistem nos frutos sob a forma de residuos quimicos indesejaveis, além de alguns
apresentarem pequeno espectro de acdo (PEREIRA et al., 2009). Para diminuir estes
efeitos e aumentar a producéo de alimentos de melhor qualidade, buscam-se novas medidas
de protecgéo das plantas contra doengas (ZANANDREA et al., 2004).

Desta forma, métodos alternativos de controle de doencas, como a exploragdo da

atividade biologica de compostos secundarios presentes nas plantas
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(ROZWALKA, 2003) ou a acdo de microrganismos benéficos na reducdo dos efeitos
deletérios de fitopatogenos, torna-se cada vez mais necessaria. Assim, o controle biolégico
de patdgenos na pos—colheita vem sendo objeto de estudo utilizando indutores de
resisténcia, produtos abioticos e bioticos (PEREIRA et al., 2011).

Nesse contexto, agentes de controle bioldgico de doencas de plantas como
Trichoderma spp. (PERAZZOLLI et al, 2008) e Saccharomyces cerevisiae
(PERAZZOLLI et al., 2008) sdo alternativas ao uso de fungicidas sintéticos, promovendo o
biocontrole de doencas pds-colheita com menos risco de toxidade ao homem e meio

ambiente.

OBJETIVOS

GERAL:

Determinar a eficiéncia do controle biolégico no manejo da antracnose em

maracujazeiro amarelo;

ESPECIFICOS:

Determinar a qualidade pds-colheita de frutos de P. edulis f. flavicarpa tratados
com T. asperellum e S. cerevisae
Determinar a eficiéncia de controle bioldgico in vitro sobre o crescimento micelial

de C. gloeosporioides e em discos de folhas destacadas de maracujazeiro amarelo.

14



REFERENCIAL TEORICO

A cultura do maracujazeiro — Aspectos gerais e importancia econémica

Dentro da familia Passifloraceae, o género de destaque é o Passiflora, efetivamente
publicado por Carl Von Linneu em 1753, sendo o maior género da familia e
compreendendo cerca de 450 espécies, encontradas predominantemente no neotropico.
Pelo menos um terco das espécies de maracujazeiro tem seu centro de origem no Brasil,
que é também um importante centro de diversidade genética ja que grande parte da
variabilidade genética de Passiflora estd dispersa pelo seu territério. Apenas 5% das
espécies citadas sdo originarias da Asia Tropical até a Polinésia e Australia
(MABBERLEY, 1997; MELLETI et al. 2010).

As espécies mais cultivadas no Brasil e no mundo sdo de maracuja-amarelo
(Passiflora edulis f. flavicarpa), maracuja-roxo (Passiflora edulis) e maracuja-doce
(Passiflora alata) (PIRES et al., 2011). Dentre estas, 95% dos pomares brasileiros sdo de
maracujazeiro-amarelo, sendo cultivado em todo o territério nacional em funcdo da
excelente qualidade do seu suco, vigor, produtividade, rendimento de suco e as excelentes
condicdes ecoldgicas para seu cultivo (MELETTI et al., 2010). Os frutos de maracujazeiro
possuem basicamente dois destinos que é a inddstria, principalmente a de extracdo de
polpa para fabricacdo de suco e o consumo in natura, com distribuicdo pelo mercado
atacadista (TEIXEIRA, 2014).

Para fins medicinais, faz-se a extracdo de substancias quimicas de propriedade
farmacéutica como a passiflorina ou maracujina que é um calmante natural. Seu valor
ornamental estd associado as flores coloridas e perfumadas. (BERNACCI et al., 2003;
MELETTI; MAIA, 1999). Segundo Lima (2002), a cultura do maracujazeiro no Brasil
também tem grande importancia pela qualidade de seus frutos, ricos em sais minerais e

vitaminas, sobretudo A e C.

Doengas do Maracujazeiro

Apbs a colheita, a suscetibilidade do fruto do maracujazeiro as podriddes é elevada,
com ocorréncia significativa de perda de massa fresca e fermentacédo da polpa. (ARJONA

et al., 1992). Apesar da sua importancia econémica, existem diversos problemas
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fitossanitarios que comprometem a produtividade do maracujazeiro no Brasil (MELETTI,
2011).

Dentre as principais doengas da cultura, podem-se destacar as de origem fungica,
como antracnose (Colletotrichum gloeosporioides Penz.), verrugose ou cladosporiose
(Cladosporium herbarum Link), fusariose (Fusarium oxysporum f. sp. passiflorae Gordon
apud Purss.), mancha parda e a septoriose (Septoria passiflorae Sydow); a bacteriose
causada por Xanthomonas axonopodis pv. passiflorae e as de natureza virética, que
causam o endurecimento dos frutos, cuja etiologia, no Brasil, € atribuida ao Passion fruit
woodiness virus (PWV) e Cowpea aphid-borne mosaic virus (CABMV) (VAN
REGENMORTEL et al., 2000, NASCIMENTO et al., 2004).

Antracnose (Colletotrichum gloeosporioides) em Maracujazeiro

Dentre as principais doencas fungicas que acometem 0 maracujazeiro esta a
antracnose, cujo agente causal é Glomerella cingulata (Stoneman) Spaulding et Schrenk,
cuja fase anamorfica corresponde a C. gloeosporioides (RESENDE et al., 2005). Este
fungo encontra-se presente em todos os paises produtores da fruta, causando grandes
prejuizos econdmicos (AVILA-QUEZADA et al, 2007).

A doenca é mais comum em maracujazeiro amarelo e raramente afeta a polpa,
porém compromete a aparéncia externa do fruto (JUNQUEIRA et al., 2003). O patégeno
infecta o fruto antes da colheita, permanecendo quiescente até a maturacdo, quando
ocorrem fendmenos fisicos e fisioldgicos que favorecem o desenvolvimento do mesmo
(BARKAI-GOLAN, 2001).

O agente causal da antracnose corresponde ao fungo filamentoso do género
Colletotrichum, sendo considerado um dos principais fitopatdgenos em todo mundo.
Fungos desse género causam significativas perdas econdmicas em culturas de regides
temperadas, subtropicais e tropicais no mundo. Em frutiferas tropicais é considerada a mais
importante doenca de pds-colheita, causando prejuizos que variam em funcdo do grau de
suscetibilidade da planta hospedeira e das condi¢cdes ambientais, sendo temperaturas
amenas e alta umidade, os fatores mais favoraveis ao patdgeno. Cereais, legumes, plantas
ornamentais e frutos podem ser seriamente afetados pelo patdgeno. As maiores perdas por

Colletotrichum ocorrem nos frutos, em pré e em pos-colheita (JUNQUEIRA et al., 2001;
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JUNQUEIRA et al., 2002; PICCININ; PASCHOLATI; DI PIERO, 2005, SERRA et al.,
2011).

Dentre as espécies deste género, C. gloeosporioides é considerada a mais
disseminada, heterogénea e importante devido as condicdes climaticas abrangentes e
favoraveis, como temperatura e umidade elevadas. Seus conidios sdo hialinos e
unicelulares produzidos no interior de acérvulos subepidérmicos dispostos em circulos
(RESENDE et al., 2015), geralmente formados em conjuntos de coloragdo salméo, retos e
cilindricos, com apices obtusos e bases as vezes truncadas, medindo 12-17pum x 3,5-6 pm.
Os apressorios formados por estas espécies sao clavados, ovoaides, obovados ou labados, de
coloracdo castanha e medindo 6-20 pm x 4- 12 um. Formam colbnias variaveis, de
coloracdo branco-gelo e cinza escuro e micelios aéreos geralmente uniformes — aveludados
ou repletos de conidiomato (SUTTON, 1992).

O patogeno sobrevive em folhas infectadas caidas ou em outras plantas hospedeiras
vizinhas dos pomares. Como os propagulos desse fungo séo disseminados por respingos de
agua, a acdo de C. gloeosporioides é favorecida por alta umidade e chuvas abundantes.
Temperatura média proxima de 27 °C favorece a producdo dos esporos. Chuvas menos
intensas favorecem o progresso da doenca numa mesma planta ja infectada, enquanto que
chuvas acompanhadas de ventos tendem a transportar o fungo para outras plantas. Em
periodos de temperaturas mais baixas, a importancia da doenca diminui, sendo pequena a
sua incidéncia nos meses de inverno, mesmo que ocorram chuvas (RUGGIERO et al.,
1996).

O fungo infecta tecidos novos e brotacGes, podendo permanecer latente ou
quiescente, sem mostrar sintomas até que as condi¢Bes climaticas se tornem favoraveis e/
ou a planta sofra algum tipo de estresse. (JUNQUEIRA et al., 2005).

O sintoma tipico da doenca é caracterizado por lesGes arredondadas, grandes,
necroticas e bordos ligeiramente elevados com o centro dos tecidos deprimidos, onde sédo
produzidas massas de conidios (BAILEY et al., 1992), podendo ocorrer uma podridéao-
mole nos frutos, inviabilizando a sua comercializagéo (LIMA et al.,2002).

Todos os 6rgdos aéreos da planta como folhas, botBes florais, gavinhas, ramos e
frutos podem ser atacados. Nas folhas sdo produzidas manchas pequenas de 2-3mm, de
aspecto oleosa, adquirindo posteriormente cor pardo escuro, de forma irregular e diametro
superior a 1cm. Na parte central da mancha, os tecidos tornam-se acinzentados, podendo

ocorrer fendilhamento. Sob condi¢Ges ambientais favoraveis surgem varias lesdes no limbo
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foliar, provocando coalescéncia e ocupando grandes areas, ocorrendo grande queda de

folhas. Nos ramos e gavinhas infectados séo produzidas manchas pardo-escuras de 4-6 mm
que, posteriormente, se transformam em cancros, expondo os tecidos lesionados.
Dependendo da intensidade das lesbes, pode provocar morte dos ponteiros e secamento
parcial da planta (GOES, 1998).

Nos frutos, os sintomas sdo presenca de leGes marrons com halo esverdeado, as
vezes na forma de pequenas pontuacdes verdes. Com o tempo, as lesbes coalescem,
tomando toda a superficie do fruto e em alta umidade, podem surgir frutificacdes de
coloracdo rosa e/ou pontuacbes escuras dispostas na forma de anéis concéntricos.
(JUNQUEIRA., 2003).

Controle Bioldgico de Fitopatogenos

O controle bioldgico de fitopatdgenos tem se apresentado como uma forma
promissora e viavel, por meio do uso de microrganismos como agentes protetores de
plantas cultivadas (OOTANI et al., 2013). A utilizacdo de controle bioldgico constitui-se
em um processo fundamental para atender a demanda, cada vez maior, de produtos e
alimentos livres de residuos deixados pela aplicacdo de agrotoxicos. Além da preocupacgédo
por alimentos mais saudaveis, sem residuos, a questdo ambiental também esta diretamente
relacionada ao ensejo social de mudanca do padrdo quimico convencional para métodos
integrados de producdo (BETTIOL; MORANDI, 2009).

O aspecto mais importante a ser considerado, qualquer seja a estratégia de controle,
é que esses agentes bioldgicos constituem alternativa viavel para diminuir o potencial de
in6culo, sem trazer danos ao meio ambiente (MELLO et al. 2008). Segundo Nachtigal
(2009) a sustentabilidade, seguranca ambiental e potencial eficacia do controle sé&o
elencados como fatores importantes para 0 um interesse crescente no uso de diferentes
estratégias conhecido para o controle bioldgico.

Nesse contexto, produtos naturais tém sido uma alternativa, a partir do

desenvolvimento de bioprodutos com base no principio de sustentabilidade.
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Trichoderma sp.

Espécies do género Trichoderma encontram-se entre os agentes de biocontrole de
doencas mais estudados no mundo como biopesticidas, biofertilizantes e inoculantes de
solo (HARMAN et al. 2004).

Algumas linhagens de Trichoderma possuem capacidade de desencadear uma série
de alteracbes morfologicas e bioguimicas na planta, levando a ativacdo dos seus
mecanismos de defesa contra varios fitopatogenos (LORITO et al., 2010) e representam
um grande componente da diversidade de vida na Terra tanto em numeros, variedades,
papéis, e interacdes de espécies de Trichoderma no ambiente (SAMUELS, 2006).

O mecanismo de acdo antagonista de Trichoderma resulta de uma interagéo de
diversas acBes como antibiose (produgdo e liberacdo de metabdlitos volateis e nédo
volateis), parasitismo e competicdo por nutrientes entre outros fatores (ETHUR et al.,
2008), e é provavel que estes diferentes mecanismos atuem em sinergia durante a interagdo
antagbnica (PUNJA; UTKHEDE, 2003).

De acordo com Benitez et al. (2004) o micoparasitismo como acéo direta de um
fungo contra outro fungo compreende um complexo processo que envolve eventos
sequenciais, incluindo reconhecimento, ataque e a subsequente penetracdo, seguida de
morte do hospedeiro.

Efeitos benéficos do controle biol6gico foram constatados por Lima et al. (2008)
em que a imersao de bulbilhos de alho (Allium sativum L.) em suspensdo de esporos de T.
asperellum podendo melhorar o stand das plantas. Bonfim et al. (2010) observaram
reducdo do crescimento micelial de Rhizopus stolonifer, isolado da cultura do
maracujazeiro, quando pareado com isolados de Trichoderma spp.,. Isaias et al. (2014) em
testes de antagonismo, observaram inibi¢é&o do crescimento micelial de Sclerotium rolfisii e
Verticillium dahliae confrontados com 20 isolados de Trichoderma. Santos et al. (2012)
também verificaram sobreposicdo e enrolamento das hifas de isolados de Trichoderma em
varios patogenos, como Colletotrichum sp. e Rizoctonia solani.

Choudary (2007), em experimento in vitro, com cultivo duplo em placa de Petri,
mostrou que Trichoderma sp. tem alto aproveitamento dos meios de cultivo devido a sua
velocidade de crescimento, portanto a atividade competitiva deste fungo deve ser de suma

importancia no processo de biocontrole de doencgas em plantas in vivo.

19



Além da importancia agrondémica, Trichoderma atua como decompositor primario
de matéria organica, rapido crescimento, esporulacdo profusa, capacidade de crescimento
em diferentes substratos e tolerancia a compostos nocivos (HARMAN et al., 2004).

Saccharomyces cerevisiae

O conhecimento acerca de microrganismos como agente de controle bioldgico,
remota a centenas de anos. Porém, o interesse por microrganismos antagonistas,
principalmente as leveduras, tem crescido ao longo das duas ultimas décadas, devido

estudos apontarem resultados significativamente positivos de controle (KUNOH, 2002).

As leveduras sédo utilizadas pelo homem na producéo de diversos tipos de alimentos,
como por exemplo, na fermentacdo de pdes e producdo de bebidas, como também vém
sendo utilizadas na industria para a producdo de compostos quimicos, combustiveis,
aplicacdo na industria alimenticia, téxtil, producdo de farmacos, entre outras aplicagdes
(MOURA 2013). Sao particularmente os microrganismos mais adequados para utilizagéo
como agente de controle biol6gico devido a sua alta capacidade de colonizar superficies
vegetais e manterem-se viaveis durante longos periodos de tempo sob diferentes condi¢fes
ambientais (LOUZADA, 2009; POLLI, 2012).

A utilizacdo de espécies de leveduras no controle bioldgico € uma estratégia
interessante, principalmente, pela capacidade de colonizagdo e sobrevivéncia na superficie
dos frutos por um longo periodo de tempo (LAHLALI et al., 2011).

As leveduras possuem varias caracteristicas que as tornam boas candidatas como
agentes de biocontrole, tais como alta capacidade de utilizacdo de nutrientes, o que lhes
permite proliferar rapidamente (LIMA et al., 1999; SPADARO et al., 2004) e confere a
esse grupo de microrganismos vantagens quanto a utilizagdo como agentes de biocontrole
de patdgenos na pos-colheita. Outro fato a ser considerado € 0s mesmos serem 0S maiores
componentes da comunidade microbiana na superficie de folhas, frutos e vegetais
(WILSON et al. 1993) além de serem tolerantes aos fungicidas frequentemente utilizados
na pos-colheita (SPADARO et al., 2004).

De acordo com Piccinin et al. (2005) S. cerevisiae apresenta potencial para o
controle de doencas de plantas, uma vez que apresenta capacidade de sintetizar antibidticos
e habilidade em competir por espaco e nutrientes. Contudo, pouco se sabe quanto a sua

acdo sobre as podridbes pos-colheita de frutas.
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Capitulo 11

QUALIDADE FISICO-QUIMICA E SANITARIA DE FRUTOS
DE Passiflora edulis f. flavicarpa SUBMETIDAS AO
CONTROLE BIOLOGICO



Araujo, A.K.O. Qualidade fisico-quimica e sanitaria de frutos de Passiflora edulis f.
flavicarpa submetidas ao controle biologico. Areia: CCA/UFPB, 2015. (Dissertacdo de
Mestrado em Agronomia), 70 paginas.

RESUMO

O uso de produtos bioldgicos como alternativa aos agrotoxicos tem sido estudado para
diminuir os riscos a0 meio ambiente, homem e animais mostrando resultados satisfatorios
no controle de doengas na pds-colheita. O objetivo do presente trabalho foi avaliar o efeito
do biocontrole com Trichoderma asperelum e Sacharomyces cerevisae no controle e
qualidade pos-colheita de Colletotrichum gloeosporioidesem maracuja amarelo. Foram
utilizados frutos de maracujazeiro amarelo sadios, oriundos da Central de Abastecimento
(CEASA) de Campina Grande. Os tratamentos foram compostos por T. asperellum e S.
cerevisae nas concentragcdes de 5, 10, 15, 20 g/L, fungicida Mancozebe (2,0 g/L), e 4gua
destilada esterilizada - ADE (testemunha). A aplicacdo dos tratamentos preventivos deu-se
por imersdo dos frutos em recipientes plasticos, durante 2 minutos e posterior secagem em
bandejas. Foram utilizadas trés repeticdes de cinco frutos para analise de sanidade. As
variaveis analisadas foram AACPD, severidade e intensidade da antracnose em frutos de
maracujazeiro amarelo que foram realizadas diariamente, a partir da aplicacdo dos
tratamentos, até o quinto dia apds o surgimento dos sintomas, que se desenvolveram a
partir do terceiro dia apds a inoculacdo do patégeno. A inoculacdo foi feita com a
deposicdo de discos de 7 mm de cultura de C. gloeosporioides com sete dias de idade, na
superficie do fruto previamente tratado e ferido com perfurador flambado. Foram avaliado
pH, Solidos sollveis totais (SST) e Acidez titulavel (AT). As avaliagdes pds-colheita
realizaram-se a cada dois dias até o 10° dia, a partir da aplicacdo dos tratamentos,
utilizando-se a polpa retirada dos frutos tratados. Os tratamentos de S. cerevisiae e T.
asperellum, em todas as concentracdes utilizadas reduziram a severidade da antracnose nos
frutos de maracujazeiro amarelo, quando comparados a testemunha. Ao avaliar a qualidade
pos-colheita dos frutos de maracujazeiro amarelo tratados, observou-se que o controle
biol6gico ndo influenciou na qualidade pds-colheita das variaveis analisadas. Dessa forma,
o controle bioldgico proporcionado pelos tratamentos de S. cerevisae e T. asperellum se
constituiram como alternativa viavel ao manejo pds-colheita da antracnose no
maracujazeiro amarelo nas condi¢des do presente trabalho.

Palavras chaves:  Colletotrichum  gloeosporioides  Trichoderma  asperellum,
Sacharomyces. cerevisae, Qualidade pds-colheita
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submitted to biological control. Areia: CCA / UFPB, 2015. (Dissertation in Agronomy) 70
pages.

ABSTRACT

The use of organic products as an alternative to pesticides has been studied to reduce the
risk to the environment, humans and animals showing satisfactory results in the control of
diseases in post-harvest. The aim of this study was to evaluate the effect of biocontrol with
Trichoderma asperelum and Saccharomyces cerevisiae and postharvest quality of
Colletotrichum goeosporioides in yellow passion fruit. Fruits of yellow passion fruit
healthy were used, resulting from the Supply Center (CEASA) of Campina Grande. The
treatments were composed by T. asperellum and S. cerevisiae at concentrations of 5, 10,
15, 20 g / L, fungicide (Mancozeb 2.0 g / L) and distilled sterilized water (control). The
application of preventive treatment was given by immersing the fruits in plastic plots for 2
minutes and subsequent acocconditioned on drying trays. It was used three replicates of
five fruits for sanity analysis. The variables analyzed were AUDPC, severity and intensity
of the anthracnose in fruits of yellow passion fruit. Analyses were performed daily, from
the application of the treatments, by the fifth day after the onset of symptoms, which
developed from the third day after inoculation of the pathogen.The inoculation was carried
out with deposition of 7 mm culture disc of C. gloeosporioides with seven days old, at the
surface of previously treated and injured fruit with instrument sterilized.. Were evaluated
pH, total soluble solids (TSS) and titratable acidity (TA) to check the post-harvest quality
of treated fruit were also evaluated. Postharvest evaluations were done every two days until
the 10th day from the application of the treatments, using the pulp removed from the
treated fruits. The treatments of S. cerevisiae and T. asperellum in all concentrations
reduced the severity of anthracnose in fruits of yellow passion fruit, compared to control.
In assessing the post- harvest fruit quality of yellow passion fruit treated, it was observed
that biological control did not influence the post-harvest quality of the variables analyzed.
Thus, the biological control provided by the S. cerevisiae treatments and T. asperellum
constituted as a viable alternative to anthracnose postharvest in yellow passion fruit under
the conditions of this work.

Key words: Colletotrichum gloeosporioides Trichoderma asperellum , Sacharomyces
cerevisiae, Postharvest Quality
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INTRODUCAO

A fruticultura é, atualmente, um dos segmentos de maior importancia da agricultura
nacional respondendo por mais de 40 % da producdo agricola. (MACHADO, 2014).

Entre as culturas que d&o o titulo ao Brasil de grande produtor mundial, destaca-se
0 maracujazeiro (Passiflora edulis). Originario da Ameérica Tropical, 0 maracujazeiro
apresenta trés espécies economicamente importantes: o amarelo ou azedo (Passiflora
edulis f. flavicarpa, Degener), o roxo (Passiflora edulis Sims.) e o doce (Passiflora alata
Curtis), sendo que cerca de 95% da area cultivada sdo de pomares da P. edulis Sims f.
flavicarpa, devido a qualidade, vigor, produtividade de seus frutos e ao seu maior
rendimento de suco para a industria (SOUZA; MELLET]I, 1997; MELLET] et al. 2003).

O fruto do maracujazeiro é apreciado ndo s6 por suas caracteristicas nutricionais (IBGE,
2013), tais como. citado por Horn (2014) onde é uma fruta rica em vitamina C, vitaminas do
complexo B, vitamina A, ferro, célcio, fosforo e fibras. mais também como pelo seu sabor
acido e maior rendimento sendo assim cultivado basicamente para a industria de sucos e
polpas (ZERAIK et al., 2010). Deve-se considerar os atributos fisicos e quimicos para o
consumo in natura, onde os mesmos devem apresentar tamanho e peso maior, boa
aparéncia, mais doces e menos acidos. (NASCIMENTO et al., 2009).

O Brasil € o terceiro maior produtor mundial de frutas, com mais de 600 milhdes de
toneladas produzidas, representando cerca de 6% da producdo no mundo e estando atras
apenas da China e da India. (FAO 2014).

A medida que a producdo se eleva, ocorre também um grande crescimento das
perdas pos-colheita, caracterizado, na maioria das vezes, pela falta de capacitacdo técnica
dos empregados que trabalham com a cadeia p6s-colheita de frutos, além da falta de acesso
a produtos e métodos utilizados no controle de doengas pds-colheita. Tais fatores
respondem por perdas em torno de 5,1 milhdes de toneladas de frutas por ano (EMATER,
2012).

As perdas poés-colheita podem ter causas diversas, dentre as quais se destacam as
doengas (CHITARRA; CHITARRA, 1990). Portanto, ha grande relevancia na busca por
métodos alternativos de controle de doencas. Neste sentido, o controle biolégico pode
contribuir para reduzir o impacto da agricultura e nos custos do produto final (GAUR;
SHARMAM, 2010). Segundo Piccinin et al. (2005) a aplicacdo levedura Saccharomyces
cerevisiae apresenta potencial para o controle de doencas de plantas, uma vez apresenta

capacidade de sintetizar antibioticos e habilidade em competir por espaco e nutrientes.
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Ja as Espécies de Trichoderma s@o os microrganismos mais utilizados como
agentes de biocontrole de fungos fitopatogénicos (WIJESINGHE et al., 2011;
MARTINEZ-MEDINA et al., 2014). Alguns sdo conhecidos também pelas suas
capacidades de induzir a resisténcia sistémica contra doencas (SINGH et al., 2014;
LAMDAN et al., 2015; RAO et al., 2015; SALAS-MARINA et al., 2015; VOS et al.,
2015).

Neste contexto os objetivos do trabalho foram determinar o efeito de Trichoderma
asperellum e Sacharomyces cerevisae no controle da Colletotrichum sp. para o manejo da
antracnose pds-colheita do maracujazeiro amarelo e determinar se 0s tratamentos

bioldgicos utilizados influenciaram na qualidade pés-colheita dos frutos avaliados.

MATERIAIS E METODOS

Localizagéo dos experimentos

Os experimentos foram realizados no Laboratorio de Fitopatologia do Centro de

Ciéncias Agrarias, Campus Il - Universidade Federal da Paraiba — UFPB, em Areia-PB.

Isolamento e multiplicacédo do patdégeno

Os isolados de C. gloeosporioides foram obtidos de frutos de maracujazeiro
amarelo apresentando sintomas tipicos da antracnose, como lesbes arredondadas, e
necraticas, oriundos da Central de Abastecimento da Secretaria de Agricultura (CEASA)
de Campina Grande - PB.

Foram retirados fragmentos de lesbes com aproximadamente 1,0 cm de diametro,
na regido limitrofe entre a area lesionada e a &rea sadia. Esses fragmentos foram
desinfestados em &lcool a 70% por 1 minuto, solugdo de hipoclorito de sédio a 5% por 1
minuto, lavados com &gua destilada e esterilizada (ADE). Ap0s a desinfestacéo, procedeu-
se a secagem dos fragmentos em papel de filtro esterilizado, onde foram transferidos para
as placas de Petri (9 cm de didmetro) com meio Batata-Dextrose-Agar (BDA). Foi
realizada a incubacdo durante oito dias em condigdes do ambiente (25 +2°C e UR de 65 +

1%), até o surgimento de estruturas vegetativas e reprodutivas do fungo.

Foi utilizado um disco de 7 mm de diametro da coldnia fangica por placa sendo
incubado no centro das placas com BDA, nas condi¢des anteriormente descritas, até o
crescimento do fungo, para obtencdo de col6nias puras a serem utilizadas em ensaios
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Procedéncia dos frutos de maracujazeiro

Foram utilizados frutos de maracujazeiro amarelo sadios, oriundos da Central de
Abastecimento da Secretaria de Agricultura (CEASA) de Campina Grande. com
maturidade comercial no estaddio 3 (SILVA, 2008) que se refere ao nivel de maturidade
fisiologica dos frutos. Os mesmos foram selecionados, de acordo com seus atributos de
qualidade fisica como coloracdo da casca, uniformidade, estadio de maturacao e isengédo de
deformacdes, sendo descartados os frutos com injudrias ou sintomas de doencas.

Ap0s a recepcdo e selecdo de frutos foi realizada a sanitizagdo através de imersao
dos mesmos em hipoclorito de sddio a 5% durante 1 minuto e, em seguida, lavados com
agua destilada e esterilizada (ADE), dispostos em bandejas plasticas com papel toalha para
secagem em temperatura ambiente (25 + 2°C) e posterior aplicacdo dos tratamentos

bioldgicos.
Controle biologico em frutos de maracujazeiro amarelo

O antagonista S. cerevisae foi obtido a partir de fermento biolégico industrial e T.
asperellum foi obtido através do produto comercial Quality® WG, Grupo Farroupilha.

Os tratamentos utilizados foram a testemunha com frutos tratados apenas com ADE
(T1); 4 concentracdes dos tratamentos a base de S. cerevisiae (T2) e de T. asperellum (T3)
de 0,5%, 1%, 1,5%, e 2%, diluidos em ADE e do fungicida Mancozebe (T4) nad

A aplicagdo dos tratamentos ocorreu por imersdo dos frutos em recipientes de
polietileno, com capacidade para 10 litros, durante 2 minutos e posterior secagem em papel
absorvente por 10 minutos, em temperatura ambiente (25 + 2°C). Os frutos tratados foram
acondicionados em bandejas plasticas e submetidos a camara Umida composta pela
cobertura das bandejas com sacos de poliestireno, que foram previamente aspergidos com
ADE, por 24 horas.

A inoculagéo do fungo ocorreu atraves da deposicao de discos de 7 mm de coldnia
de C. gloeosporioides cultivada em meio batata-dextrose-agar, aos sete dias de idade, na
superficie do fruto previamente tratado e ferido com profundidade de 3mm e 1mm de
didmetro, com auxilio de um perfurador flambado, em trés locais equidistantes. Foram

utilizados cinco frutos por tratamento. Sendo cada fruto considerado como uma repeticéo.
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Qualidade pos-colheita de frutos de maracujazeiro amarelo tratados com S. cerevisae
e T. asperellum

As avaliacOes pos-colheita foram realizadas a cada dois dias até o 10° dia, a partir
da aplicacdo dos tratamentos, utilizando-se a polpa dos frutos. Depois de preparadas, as
polpas foram armazenadas em freezer a 4 °C, para as determinag¢fes quimicas conforme a
sequir:

Soélidos soluveis (Brix°): determinado no suco da fruta homogeneizado em
refratbmetro digital (PR — 100, Pallete, Atago Co., LTD., Japan) com compensac¢ao
automatica de temperatura. Os teores sdo registrados com precisdo de 0,1%, a 25 °C,
conforme Kramer (1973) e os resultados foram expressos em Brix°.

pH: determinado em 10g da polpa diluida em 50 mL de ADE em pHmétro digital
DIGIMED, modelo DMPH-2 (AOAC, 1994).

Acidez titulavel: determinada nas amostras anteriormente preparadas para
determinacdo de pH, determinada por titulagio com NaOH 0,1 N, seguindo as regras da
AOAC (1994) com resultados expressos em porcentagem.

Avaliacdo da intensidade da antracnose em frutos de maracujazeiro amarelo tratados
com S. cerevisae e T. asperellum

As analises do Progresso da Doenca foram realizadas diariamente, a partir da
aplicacdo dos tratamentos, até o quinto dia ap6s o surgimento dos sintomas, que se se
desenvolveram a partir do terceiro dia ap6s a inoculagdo do patégeno.

A variavel analisada foi a Area Abaixo da Curva de Progresso de Doenca
(AACPD), a partir dos dados de periodo de incubacéo, correspondente ao numero de dias
de surgimento dos sintomas apds a inoculagdo do isolado; incidéncia da doenca,
correspondente a porcentagem de frutos com sintomas e severidade da doenca avaliadas
pelo didmetro médio das lesdes, mensuradoem dois raios de dois sentidos diametralmente
opostos, até o 8° dia apos inoculagdo do patdgeno.

Para o célculo da AACPD foi utilizado o método da integralizag&o trapezoidal
(CAMPBELL; MADDEN, 1990) através da formula:

n—1

Z(y1+y1+1> (t1+1-1¢t1)
1
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em que: n = nimero de avalia¢fes, y = intensidade da doenca, t = tempo quando da
avaliacdo da intensidade da doenca, (yi + yi + 1) = altura media do retdngulo entre 0s
pontos yi e yi + 1, ti + 1 = diferenca da base do retangulo entre os pontos ti + 1 e ti.

Delineamento Experimental

O experimento foi conduzido em delineamento inteiramente casualizado (DIC),
com esquema fatorial de 2 tratamentos (S. cerevisae e T. asperellum ) x 4 concentragdes
(0,5%; 1,0%; 1,5% e 2,0%) + 2 (testemunha e fungicida), sendo utilizados5 repeti¢bes para
frutos e 15 repeticGes para folhas. Os dados de severidade foram analisados em regressao
por meio de parcelas subdivididas no tempo, sendo dez tratamentos e cinco periodos de
avaliacdo de 24 horas (h),cada periodo. O software SAS® foi utilizado nas analises
estatisticas e o SISVAR® foi utilizado para a comparacéo entre as médias por meio do teste
Scott-Knott a 5% de probabilidade.

RESULTADOS E DISCUSSOES

Nédo foi observada interacdo entre o periodo de incubacdo e os tratamentos
aplicados. Dessa forma, os tratamentos foram analisados separadamente. Entre os
tratamentos e os diferentes periodos concentragdes o tratamento 2 e 3 que sao
respectivamente S. cerevisiae 0,5%, 1%, diluidos em ADE, foram observadas diferencas
significativas e 0 modelo quadratico foi o que melhor se ajustou para SST (Figura 1).

Verificou-se que ap6s a aplicacdo dos tratamentos, houve um aumento
consideravel, aparti do primeiro dia, nos teores de Solidos Soltveis Totais para todos 0s
tratamentos, e que, apos o terceiro dia houve uma diminuicdo dos valores, que se manteve
até o décimo dia. Os valores de Solidos Sollveis Totais variaram de 12,08% para a
testemunha a 15,04% a 2% na primeira leitura para T. asperellum (Figura 1). Esses valores
corroboram com o que foi estabelecido por Brasil (2003) para o padrdo preconizado para a
comercializacdo dos frutos de maracujazeiro amarelo (BRASIL, 2003). Esses valores estdo
de acordo com os observados por outros autores para essa cultura (PINHEIRO et al., 2006;
MEDEIROS et al., 2009).

Vianna-Silva et al., (2008) avaliaram a qualidade do sumo de maracuja-amarelo em
diferentes graus de maturacédo, reportando um aumento do valor de SST conforme o fruto
amadurece, assim como Jiménez et al., (2011) verificaram que o teor de Solidos Soluveis

Totais aumentou a medida que avangou a maturagao.
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Os tratamentos com S. cerevisiae a 0,5%, 1% e 1,5% e T. asperellum a 2,0% bem
como fungicida apresentaram maiores Teores de Solidos Soluveis Totais com valores de
13,62; 13,3; 13,36; 15,04 e 14,36, respectivamente (Figura 1). Chitarra; Chitarra, (1990)
demonstraram que o teor de sélidos sollveis totais € dependente do estadio de maturagéo
no qual o fruto é colhido e geralmente aumenta durante a maturacdo pela biossintese ou
degradacéo de polissacarideos.

Durante 0 armazenamento dos frutos ocorreu um decréscimo expressivo nos teores
de solidos solUveis totais apos o terceiro dia de avaliacdo, onde as reservas de agUcares
foram utilizadas durante a estocagem dos frutos. Esta utilizacdo de reservas de agUcar é
explicada, onde os frutos que ndo tém reserva de amido, como 0 maracuja, utilizam a rota
de sintese de acUcares a partir de acidos organicos. (CHITARRA; CHITARRA 2005).
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Figura 1 — Teor de Soélidos Sollveis Totais de frutos maracuja amarelo

(Passiflora edulis f. flavicarpa) tratados com diferentes concentragdes de

Sacharomyces cereviseae e Trichoderma asperellum e armazenados por 10 dias,
em temperatura ambiente (25+2°C). AREIA-PB (2014).
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Os valores do pH (Figura 2) também apresentaram varia¢es durante os dias de
avaliacdo com comportamento similar as variaveis de SST e acidez. O modelo quadréatico
foi o que melhor se ajustou para descrever o comportamento do pH.

O pH variou de 3,44 do primeiro a 3,69 para o Gltimo dia de analise, no mesmo
periodo para os tratamentos utilizando S. cerevisiae a 1,5 % e 1% respectivamente aos
10 dias. Estas variacdes podem ser atribuidas a degradacéo inicial e posterior da sintese
de &cidos organicos com diferentes potenciais de dissociacdo ibnica (ALMEIDA et al.,
2006). Ao considerar que o aumento do pH expressa diminuicdo da acidez
(CHITARRA; CHITARRA, 2005; RODRIGUES et al., 2008), verificou-se coeréncia
entre os dados da Figura 2 com a reducéo da Acidez Titulavel (Figura 3).

O pH (Figura 2) aumentou para todas as concentragdes, sendo 0s maiores
valores encontrados com os frutos tratados com S. cerevisiae a 0,5% (3,54); 10% (3,69)
e 2% (3,59) e para T. asperellum a 0,5% (3,56); 1% (3,54) e 1,5% (3,58) que
apresentaram os maiores valores de pH, bem como o fungicida, expressando aumento
significativo ao fim das analises. Os dados de pH foram superiores aos valores médios
encontrados por Coelho et al. (2010), em frutos de maracujazeiro, que obtiveram
valores médios de 2,92.

Segundo Campos et al. (2013) frutos de maracujazeiro com pH da polpa entre
2,5 e 3,5 sdo mais adequados ao processamento para producdo de suco concentrado.
Assim, com base nas caracteristicas quimicas, os frutos apresentaram requisitos que
atendem tanto ao consumo in natura quanto a industria de suco concentrado. Além
disso, outros fatores tornam importante a determinagdo do pH de um alimento, tais
como influéncia na palatabilidade, desenvolvimento de microrganismos, escolha do

equipamento para o processamento, escolha de aditivos entre outros (CHAVES, 1993).
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Figura 2 - pH de frutos de maracuja amarelo (Passiflora edulis f. flavicarpa) tratados
com Sacharomyces cereviseae e Trichoderma. asperellum em diferentes concentracfes
e armazenados durante 10 dias (25+2°C) AREIA-PB (2014).
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Ndo foi observada interacdo entre periodo de incubacdo e os tratamentos
aplicados. Para os tratamentos e os periodos foram observadas diferencas significativas
e 0 modelo quadratico foi 0 que melhor se ajustou para descrever o0 comportamento da
acidez titulavel (AT) (Figura 3).

Os valores de AT apresentaram variagGes durante o periodo de armazenamento.
Pode-se observar que para todos os tratamentos, no primeiro e segundo dia ocorreu um
aumento na quantidade de acidez nos frutos. No terceiro dia, ocorreu uma diminuigéo
da AT, provavelmente devido a maturacdo do fruto, seguindo 0 mesmo comportamento
do SST.

A acidez titulavel variou de 4,41 a 3,08 na testemunha durante dez dias de
armazenamento, estando de acordo com valores encontrados por Matsura; Folegatti
(2002) para maracujazeiro, onde a acidez deve estar entre 3,2 e 4,5%, sendo essa a
principal caracteristica do maracuja amarelo ou azedo. Estes valores estdo préximos aos
também encontrados por Machado et al. (2003) (4,64g mg-1), Citadin (2011) (4,55¢
mg-1) e Silva et al. (2005) (4,3g mg-1) todos para maracuja - amarelo.

Os maiores indices de acidez titulavel observados foram nas concentracdes de S.
cerevisiae (0,5%) com o valor de 5,21 e T. asperellum a 1% com valor de 5,0, bem
como a testemunha, em relacdo aos demais tratamentos, expressando um aumento
significativo no primeiro e segundo dia de armazenamento. A partir do terceiro dia essa
variavel apresentou decréscimo para todos os tratamentos (Figura 3).

Os dados para esta variavel podem ser considerados excelentes, uma vez que o
Ministério da Agricultura e do Abastecimento recomenda valor minimo de ATT, no
suco de maracuja de 0,27 (BRASIL, 2003). Todas as avaliacbes nesta variavel
atenderam a essa exigéncia no presente estudo.

Do ponto de vista industrial, o teor elevado de ATT diminui a necessidade de
adicdo de acidificantes e propicia melhoria nutricional e aumenta a seguranca alimentar
(ROCHA et al. 2001).

Segundo Chitarra; Chitarra (2005), a acidez em produtos horticolas € atribuida,
principalmente, aos acidos organicos que se encontram dissolvidos nos vacuolos das
células, tanto na forma livre como na combinada com sais, ésteres, glicosideos, etc. Em
alguns produtos, os &cidos organicos ndo s6 contribuem para a acidez, como também

para 0 aroma caracteristico, porque alguns componentes sdo volateis.
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Figura 3 — Acidez titulavel dos frutos de maracuja
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amarelo (Passiflora edulis f.

flavicarpa) tratados com Sacharomyces cereviseae e Trichoderma asperellum em
diferentes concentracdes e armazenados por 10 dias (25+2°C) AREIA-PB (2014).
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A Area Abaixo da Curva de Progresso da antracnose em frutos de
maracujazeiro amarelo confirmou que todos os tratamentos reduziram a AACPD
quando comparados com a testemunha (Figura 4).

Observou-se que os tratamentos bioldgicos todos diminuiram o progresso da
doenca com destacando-se Trichoderma & 20 g que obteve o menor progresso da
doenca com o valor de 110,45, comparando com a testemunha que apresentou 270,38,
verificando-se menores indices de progresso e severidade da doenca.

De acordo com Salas-Marina et al. (2015), fungos pertencentes ao género
Trichoderma podem induzir efeitos benéficos sobre as plantas, incluindo a promoc¢éo do
crescimento e inducdo de resisténcia a doencas. Pode atuar como um elicitor para
desencadear reacOGes de defesa (FRISCHMANN et al. 2012, FREITAS et al. 2014,
GOMES et al. 2015, SALAS-MARINA et al. 2015, RAMADA et al. 2015). Piccinin
(2005) relata que tratamentos com S. cerevisiae permitiram uma competicdo com o
patdégeno, devido a necessidade pelos mesmos de fatores vitais, como de fonte de
energia externa ao conidio para germinarem.

Os resultados obtidos reforcam a importancia do biocontrole como método
alternativo no manejo de doencas em pdés-colheita de frutas, também capaz de
minimizar o impacto ambiental, devendo-se ainda reduzir o custo para valores
equivalentes ao controle quimico.

Resultados positivos de biocontrole também foram observados por Usall et al.
(2001) utilizando Candida sake (cepa CPA-1) no biocontrole de doencas pos-colheita
causadas por Penicillium expansum em macas (Malus spp.), reduzindo a incidéncia de
frutas deterioradas em mais de 70%.

No controle bioldgico na pés-colheita deve-se considerar diversos aspectos,
desde a intensidade dos mecanismos de defesa natural a dose de
antagonistas/substancias antimicrobianas naturais aplicadas (MARI; GUIZZARDI,
1998). A resisténcia natural de frutas e legumes a doencas pos-colheita depende
intimamente do processo de ruptura e perda da sensibilidade do tecido (LIMA et al.,
1999).
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CONCLUSAO

Os tratamentos com S. cerevisiae e T. asperellum, em frutos de maracujazeiro
amarelo ndo alteraram a qualidade p6s-colheita dos frutos avaliados.

Os tratamentos com S. cerevisiae e T. asperellum em todas as concentragdes
usadas reduziram a severidade da antracnose nos frutos de maracujazeiro amarelo,
destacando a concentracdo de Trichoderma & 20 g que foi igual ao controle

proporcionado pelo fungicida.
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Capitulo HI

CONTROLE BIOLOGICO DE Colletotrichum
gloeosporioides IN VITRO E EM FOLHAS
DESTACADAS DE MARACUJAZEIRO
AMARELO (Passiflora edulis f. flavicarpa)
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Araujo, A.K.O. Controle bioldgico de Colletotrichum gloeosporioides in vitro e em
folnas de maracujazeiro amarelo (Passiflora edulis f. flavicarpa). Areia:
CCAJ/UFPB, 2015. (Dissertacdo de Mestrado em Agronomia), 70paginas.

RESUMO

O maracujazeiro amarelo é acometido de muitas doengas que causam prejuizos
econdmicos, destacando-se as de origem flngica, como antracnose (Colletotrichum
gloeosporioides Penz.). Apesar da importancia deste patdgeno para a cultura, séo
poucas as informacdes relacionadas ao estudo do mesmo, in vitro. O objetivo do
trabalho foi avaliar o controle de C. gloeosporioides pela quantificacdo do crescimento
micelial do patdégeno e da severidade da doenca em folhas destacadas de plantas de
maracujazeiro amarelo tratadas com Trichoderma asperellum e Sacharomyces
cerevisae. Os tratamentos utilizados foram agua destilada esterilizada (ADE) (T1); 4
concentragdes de S. serevisiae (T2) e T. asperellum (T3), 0,5%, 1%, 1,5%, e 2% e 0
fungicida mancozebe (T4) na concentracdo de 2,0 g/L. Na avaliagdo do crescimento
micelial in vitro foram utilizadas colonias puras de C. gloeosporioides com 7 dias de
idade, incubadas em meio BDA suplementado com os tratamentos descritos. O ensaio
foi conduzido com dez tratamentos de cinco repeticdes, com 3 placas por repeticdo. A
avaliacdo foi realizada diariamente, com mensuracfes dos raios das coldnias do
patdgeno com as concentracdes dos tratamentos com régua graduada em milimetros
em dois sentidos diametralmente opostos. Na avaliacdo da severidade da doenca em
folhas destacadas, utilizaram-se folhas de maracujazeiro amarelo com
aproximadamente 7 cm de didmetro. Cada parcela Gtil foi composta por trés discos de
folhas dispostos em uma placa de Petri. A inoculagdo nas folhas foi realizada pela
pulverizagdo com borrifador manual de suspensao de esporos de C. gloeosporioides na
concentragdo de 10° esporos.mL’. Determinou-se o periodo de laténcia através de
monitoramento diario da severidade da doenca. Para a inibicdo do crescimento
micelial in vitro, as concentracfes de 1,5% e 2%, de S. cerevisae proporcionaram
maior efeito fungitoxico. A maior inibicdo da severidade em folhas foi observada nos
tratamentos com S. cerevisae a 1% e 2%; T. asperellum a 2% e fungicida Mancozebe.

Palavras chaves: Antracnose, Sacharomyces cerevisae, Trichoderma asperellum,

crescimento micelial, severidade.

53



Araujo, A. K.O. Biological Control of Colletotrichum gloeosporioides in vitro and
in Leaves of Yellow Passion Fruit (Passiflora edulis f. flavicarpa) Sims Sand: CCA /
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ABSTRACT

The yellow passion fruit is afflicted with many diseases that cause economic losses,
especially those of fungal origin, such as anthracnose (Colletotrichum gloeosporioides
Penz.). Despite the importance of this pathogen to culture, there is little information
related to the study of the same in vitro. The objective was to evaluate the control C.
gloeosporioides by quantifying the mycelial growth of the pathogen and the severity
of anthracnose yellow passion fruit in detached leaves treated with Trichoderma
asperellum and Saccharomyces cerevisae. The treatments were used sterile distilled
water (SDW) (T1); 4 concentrations of S. serevisiae (T2) and T. asperellum (T3)
0.5%, 1%, 1.5% and 2% and mancozeb fungicide (T4) at a concentration of 2.0g / L.
In the assessment of mycelial growth in vitro were used pure colonies of C.
gloeosporioides 7-day-old incubated on PDA medium added with the described
treatments. The test was conducted with ten treatments of five replications with 3
plates by repetition.. The evaluation was conducted daily with measurements of radio
of pathogen colonies in two diametrically opposite directions . In disease severity
evaluation was used leaves of yellow passion fruit, with approximately 7 cm in
diameter. Each useful plot consisted of three discs arranged leaves in a Petri dish. The
inoculation the leaf was carried out by spraying with spray suspension manual C.
gloeosporioides spores at a concentration of 10° esporos. mL™. It was determined the
latency period by daily monitoring of disease severity. For in vitro inhibition of
mycelial growth, the concentrations of 1.5% and 2%, S. cerevisae showed higher
fungitoxic effect in concentrations of various treatments assessed. The greatest
inhibition of severity in leaves was observed in treatments with S. cerevisiae at 1% and
2%; T. asperellum 2% and fungicide Mancozeb.

Key words: Colletotrichum gloeosporioides, Saccharomyces cerevisiae, Trichoderma

asperellum, mycelial growth, detached leaves
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INTRODUCAO

Dentre as principais doengas que acometem a cultura do maracujazeiro
amarelo, pode- se destacar a antracnose (Colletotrichum gloeosporioides Penz.) como
uma doenca que ataca todos os 6rgdos da parte aérea, causando apodrecimento nas
folhas, frutos e orgdos reprodutivos) ou crestamento nas folhas e ramos
(NASCIMENTO et al., 2004; FISCHER et al., 2005).

Os prejuizos causados pelo uso frequente de produtos quimicos, para controlar
doencas de plantas, motivam a busca de métodos alternativos de controle. Agentes de
controle bioldgico e indutores de resisténcia bidticos e abioticos sdo alternativas ao
uso de pesticidas (PERAZZOLLI et al., 2008).

As espécies de Trichoderma sdo os microrganismos mais utilizados como
agentes de biocontrole de fungos fitopatogénicos (INCH et al., 2011; WIJESINGHE et
al., 2011; MARTINEZ-MEDINA et al., 2014). Estes organismos sdo considerados
agentes de biocontrole de diversos fitopatdgenos. (BELETE et al., 2015; EI-KOMY et
al., 2015; KOTASTHANE et al., 2015; RAO et al., 2015; TALLA et al., 2015; VOS et
al., 2015). Alguns sdo conhecidos também pela sua capacidade de induzir a resisténcia
sistémica contra doencas bem como fatores de crescimento de plantas (SINGH et al.,
2014; LAMDAN et al., 2015; RAO et al., 2015; SALAS-MARINA et al., 2015; VOS
etal., 2015).

Em estudos realizados para o controle biolégico de doencas de plantas
destacam-se também as leveduras, em especial as do género Saccharomyces, que tem
sido utilizadas no controle de doengas de diversas espécies de plantas. (ANTONIOLLI
etal, 2011;MELLO et al, 2011;MULLER, 2011).

Considerando-se a necessidade de substituir o controle quimico de patdgenos
por alternativas que ndo prejudiguem o homem e meio ambiente, objetivou-se no
presente trabalho determinar a eficiéncia dos tratamentos bioldgicos, Trichoderma
asperelum e Saccharomyces cerevisae no controle bioldgico de C. gloeosporioides in

vitro e em folhas destacadas de maracujazeiro amarelo.
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MATERIAL E METODOS

Local do experimento

O trabalho foi conduzido no Laboratdrio de Fitopatologia, Centro de Ciéncias
Agrérias - CCA, Universidade Federal da Paraiba — UFPB em Areia, PB.

Isolamento e multiplicagdo do patdgeno

Os isolados de C. gloeosporioides foram obtidos de frutos de maracujazeiro
amarelo apresentando sintomas tipicos da antracnose, como lesdes arredondadas, e
necréticas, oriundos da Central de Abastecimento da Secretaria de Agricultura
(CEASA) de Campina Grande, PB.

Foram retirados fragmentos das lesbes com aproximadamente 1,0 cm de
diametro, na regido limitrofe entre a area lesionada e a area sadia. Esses fragmentos
foram desinfestados em &lcool a 70% por 1 minuto depois foram colocados em
solucdo de hipoclorito de sédio a 5% por 1 minuto, em seguida lavados com &gua
destilada e esterilizada (ADE) e em papel de filtro esterilizado. Os fragmentos de
lesGes foram transferidos para as placas de Petri (9 cm de diametro), contendo o0 meio
Batata-Dextrose-Agar (BDA) e incubados durante oito dias em condi¢Ges ambiente
(25 £ 2 °C e UR de 65+ 1%), até o surgimento de estruturas vegetativas e reprodutivas

do fungo.

Foi utilizado um disco de 7 mm de didmetro da col6nia fangica por placa,
sendo incubado no centro das placas com BDA, nas condic¢des anteriormente descritas,
até o crescimento do fungo, para obtengdo de colbnias puras a serem utilizadas em

ensaios posteriores.

Avaliacéo de inibigdo do crescimento micelial in vitro

Foram retirados individualmente de colbnias puras, discos com 7 mm de diametro de C.
gloeosporioides cultivados em meio batata-dextrose-agar (BDA) e incubados
individualmente em placas de Petri contendo 0 meio BDA com os tratamentos diluidos

Nno mesmo.
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Os tratamentos utilizados foram ADE (T1); 4 concentracbes de (T2) S.
serevisiae e (T3) T. asperellum, 0,5%, 1%, 1,5%, e 2% e (T4) fungicida mancozebe
na dose de 2,0g/L.

Apos a aplicagdo dos tratamentos ocorreu a incubagao do fungo, onde 0 mesmo
foi realizado em temperatura ambiente 25 °C com fotoperiodo de 12 h de claro e
escuro.

A variével analisada foi percentagem de inibi¢cdo micelial, onde as avaliacfes
foram realizadas diariamente durante 7 dias, mediante o uso de paquimetro digital,
com mensuracgdes diametralmente opostas na placa, sendo aferida a média.

Foram utilizados trés placas de Petri por concentracdo utilizada dos tratamentos

comparando-os com a testemunha ADE e o fungicida Mancozebe.

Controle biologico em folhas destacadas de maracujazeiro amarelo

As folhas de maracujazeiro sadias, utilizadas na pesquisa foram oriundas de
plantas localizadas na fazenda experimental Cha de Jardim, da Universidade Federal
da Paraiba, municipio de Areia (6°51°477,7°02°04”S, 35°34°13” e 35°48°28”W). As
folhas de maracujazeiro amarelo foram coletadas, utilizando-se de uma tesoura de
poda, identificadas por tratamento, acondicionadas em caixas isotérmicas,
desinfestadas pela imersdo em solucdo de hipoclorito de sédio a 5% por dez minutos e
posteriormente lavadas em agua destilada e secas a temperatura ambiente.

O antagonista S. cerevisae foi obtido a partir de fermento biol6gico industrial e
T. asperellum foi obtido através do produto comercial Quality® WG, do Grupo
Farroupilha.

Os tratamentos utilizados foram constituidos pela testemunha com frutos
tratados apenas com agua destilada esterilizada (ADE) (T1); 4 concentracOes de
produto a base de (T2) S. cerevisiae e 4 de (T3) T. asperellum a 0,5%, 1%, 1,5%, e
2%, diluidos em ADE e (T4) fungicida Mancozebe na dose de 2,0 g/L, recomendada
pelo fabricante.

Trés discos de folhas, de aproximadamente 7 cm de diametro, foram retirados
com auxilio de um perfurador manual flambado, depositados em placas de Petri

contendo dupla camada de papel de filtro umedecidos com ADE.

Os tratamentos foram aplicados nas folhas em ambas as faces destacadas do

maracujazeiro, com auxilio de uma seringa estéril (5 mL) e as mesmas foram mantidas
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em temperatura ambiente de 25 °C + 2 por seis dias; com alternancia luminosa de 12 h
de claro e escuro. Determinou-se o periodo de laténcia através de monitoramento
diario, para identificacdo do surgimento dos primeiros sinais e sintomas da doenga.

As varidveis analisadas foram Didmetro médio das lesGes, onde as analises
foram feitas ao final do periodo de seis dias mensurando-se o tamanho das lesdes
presentes na superficie foliar de cada disco de folha.

Avaliou-se a AACPD, a partir dos dados de incidéncia da doenca, relativo a
porcentagem de folhas com sintomas e intensidade da doenca, avaliadas pelo diametro
médio das lesdes.

O calculo da AACPD foi realizado pelo método da integralizacdo trapezoidal
(CAMPBELL; MADDEN, 1990)) usando a seguinte formula.

n—1

2(y1+y1+1) (t14+1—1¢1)
1

,em que: n = numero de avaliacOes, y = intensidade da doenca, t = tempo quando da
avaliacdo da intensidade da doenga, (yi + yi + 1) = altura média do retangulo entre os
pontos yi e yi + 1, ti + 1 = diferenca da base do retangulo entre os pontos ti + 1 e ti.

Delineamento Experimental

O delineamento utilizado foi Inteiramente Casualisado (DIC), dispostos em
fatorial de 2 tratamentos X 4 concentracGes X 5 repeticdes mais dois tratamentos
adicionais compostos pela,testemunha negativa e controle positivo para crescimento
micelial e avaliagdo da severidade em folhas destacadas. Cada placa de Petri com o
fungo crescido em BDA ou com trés discos de folhas foram considerados como uma
repeticéo.

O software SAS foi utilizado na avaliacdo estatistica dos resultados. Os dados
de crescimento micelial e severidade nas folhas destacadas forma analisados por
meio de regressdo em parcelas subdivididas no tempo pelo programa SISVAR®. As
médias foram comparadas entre si pelo teste de Skot-Knott a 5% de probabilidade
utilizando o SISVAR®.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Na Figura 5 pode-se observar que o0s tratamentos com S. cerevisae
apresentaram maior inibicdo do crescimento micelial, semelhante ao fungicida, com
percentuais superiores a 90%.

A mensuracdo dos dados de crescimento micelial iniciou-se 24h ap6s a
inoculacdo do patdgenos nos discos de folhas destacados e tratados com S. cerevisae e
T. asperellum sendo medido até o sexto dia de crescimento, periodo em que a coldnia
fangica ocupou todo o diametro linear da placa de Petri. (Figura 5)

As melhores condi¢des de inibicdo do crescimento micelial ocorreram nos
tratamentos com S. cerevisae a 0,5%, 1,5% e a 2% e o fungicida mancozebe, no
entanto ndo houveram diferengas entre as concentracdes avaliadas, a saber: 91,24%,
96,12% ,97,19% e 98,58 de inibicéo.

Os meios acrescidos de T. asperillum ndo foram eficazes na inibicdo de C.
gloeosporioides com observacdo para o tratamento com T. asperellum a 2%, que
contribuiu para acelerar o crescimento micelial do fungo C. gloeosporioides com o
valor de 2,33% (Figura 6).

Diversos estudos tém mencionado variacdo de sensibilidade dos fungos
fitopatogénicos a metabdlitos produzidos por antagonistas (DUFFY et al (2003). e
também em funcgdo dos compostos antifungicos secretados (LORITO et al 2010).

Zivkovi¢ et al. (2010) e Prasad; Kumar (2011) demonstraram que metabolitos
antimicrobianos produzidos por Trichoderma sdo eficazes contra uma ampla gama de
fitopatdgenos fangicos, como Fusarium oxysporum, Rhizoctonia solani, Curvularia
luneta .

Ja Odebode; Sobowale (2001) constataram de moderada a forte atividade
antagonista em espécies de Trichoderma contra os patdgenos em pos-colheita

causadores da podriddao em frutos de pimenta (Capsicum annuum L.).

Louzada et al., (2009) se referriram as espécies de T. asperellum como
parasitas de uma ampla gama de fitopatdgenos, a despeito da maioria dos agentes
empregados no biocontrole de doencas de plantas apresentarem certo grau de
especializagéo.

Segundo Bomfim et al. (2010) a menor acdo antagbnica nesses tratamentos
pode ser resultado de uma maior competicdo pelos nutrientes do meio, ou uma menor
producdo de protease e cisteina, enzimas produzidas pelas espécies de Trichoderma

que inativam a capacidade enzimatica do fitopatogeno.
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Na realidade, os mecanismos empregados pelos agentes de biocontrole séo
muitos complexos e sua acdo varia de acordo com o tipo de agente de biocontrole, do

patdgeno e da planta hospedeira envolvida na interacdo (HOWELL, 2003).
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Analisando os resultados obtidos para AACPD em discos de folhas de
maracujazeiro destacadas, em relacdo aos sintomas causados por C. gloesporioides €
possivel afirmar que os tratamentos com antagonistas e fungicida reduziram a
severidade da doenca quando comparados com a testemunha (Figura 6) com niveis
significativos de reducdo de didmetro da doenca nas folhas para todos os tratamentos.

Observou-se que os tratamentos com S. cerevisae e T. asperellum a 2%, nao
diferiram estatisticamente, aléem do fungicida onde foram eficientes no controle de C.
gloesporioides, reduzindo a AACPD com valores de 174,12; 169,12 e 159,75,
respectivamente (Figura 6).

Ha relatos de sucesso no uso de S. cerevisiae no progresso da mancha de
Exserohilum turcicum em sorgo (Sorghum bicolor L., Moench) (PICCININ et al.,
2005). Lopez (1991) demonstrou que plantas de sorgo pré-tratadas com o S. cerevisae
apresentaram aumento no acumulo de compostos fendlicos, sugerindo que a levedura
pode modificar o metabolismo da planta no sentido de induzir resisténcia contra o
patogeno.

Existem produtos comerciais que contém elicitores derivados da parede celular
de S. cerevisiae na sua composicdo. Alguns desses produtos estdo registrados como
biofertilizantes e tém mostrado efeitos positivos no controle de doencas em plantas

quando utilizados em conjunto com fungicidas tradicionais (TOSUN, 2012).
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O tratamento bioldgico com T. asperillum a 2% foi 0 mais eficiente na redugéo das
lesbes e na AACPD nos discos de folhas com 169,12% de controle de antacnose.em
relacdo aos demais tratamentos.

O potencial de Trichoderma spp., como agentes de biocontrole, é conhecido ha
mais de 60 anos, e muitos isolados sdo simbiontes de plantas e podem atuar no controle
de fitopatogenos (BROTMAN et al., 2010). As espécies do género Trichoderma estdo
entre 0s antagonistas mais estudados, pois séo encontradas naturalmente em quase todos
os tipos de solo e agem contra fitopatdgenos por diferentes mecanismos de agdo como
antibiose, micoparasitismo, producdo de enzimas degradadoras de parede celular,
competicdo por nutrientes e substrato, promoc¢éo do crescimento das plantas e indutores
de resisténcia contra diversos patdgenos, com efeitos benéficos para as plantas (VINALE
et al., 2008).

A variedade e o0 nimero de compostos encontrados no metabolismo de espécies de
Trichoderma sdo surpreendentemente altos e incluem enzimas liticas e horménios, além
de muitos metabdlitos secundarios com importantes funcdes biologicas (LORITO, et al.,
2010.), sendo porem a antibiose considerada um dos principais mecanismos de acéo
desses microrganismos (REINO, et al., 2008).

Os resultados da AACPD observados em discos foliares de maracujazeiro
destacados e inoculados com o patdgeno apresentaram resposta positiva para diminuicdo
do progresso da doenca para S. cerevisae e T. asperellum a 2%.

Este fendbmeno estd associado ao aumento da capacidade da planta para uma
ativacdo das respostas de defesa celular, as quais sdo induzidas somente ap6s o contato
com o patogeno desafiante resultando em diferentes niveis de controle (KUHN;
PASCHOLATI, 2010).

De acordo com Yedidia et al., (2003) utilizando o tratamento com T. harzianum
no solo e a inoculagdo do patogeno nas folhas, que resultou na reducdo da mancha-
angular nas folhas de pepino (Cucumis sativus L.), evidenciou a ocorréncia de inducdo de
resisténcia sistémica nesse patossistema. Segarra et al. (2009) em estudos realizados em
Arabdopsis thaliana, com o isolado T—-34 de T. asperellum para induzir resisténcia contra
P. syringae pv. tomato, foi observado que as plantas tratadas apresentaram menos
sintomas de doenca do que as plantas controle.

A aplicacdo dos metabdlitos de Trichoderma, obtidos via cultivo massal desses
fungos ou por meio de sintese quimica, pode viabilizar a obtencdo de novos

biofertilizantes e biopesticidas baseado em compostos bioativos. Isto tem um efeito
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benéfico significativo no impacto sobre 0 manejo de doencas em plantas (VINALE et al.
2009).

CONCLUSAO
As concentraces 1,5% e 2% foram as mais eficientes no controle de C.

gloeosporioides in vitroe a severidade da doenca em folhas destacadas foi reduzida pala

concentracédo de 2% de S. cerevisae e de Trichoderma.
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