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RESUMO

Gomes, R.S.S.; Demartelaere, A.C.F.; Nascimento, L.C.; Maciel, W.O.; Wanderley, D.B.N.S. Bioatividade de indutores de resisténcia no manejo
da antracnose da goiabeira (Psidium guajava L.). Summa Phytopathologica, v.42, n.2, p.149-154, 2016.

A cultura da goiaba apresenta perdas em torno de 40 a 60% na pos-
colheita relacionadas a problemas fitossanitarios, como a antracnose
causada pelo fungo Colletotrichum gloeosporioides. Pesquisas com
métodos alternativos utilizando indutores de resisténcia tém sido bastante
promissoras na busca de produtos com alto potencial no controle de
patogenos em pos-colheita. Assim, o presente trabalho teve como objetivo
avaliar os indutores de resisténcia no controle da antracnose e seus efeitos
na qualidade fisico-quimica em frutos de goiabeira ‘Paluma’. Os tratamentos
utilizados foram: Agro-moés®, Ecolife®, Fosfitonova K*, Cuprogarb 500",
Rocksil"e testemunha (4gua destilada esterilizada). Realizou-se o teste in
vitro, com discos de colonia de C. gloeosporioides (0,45 cm de didmetro)
com sete dias de cultivo e, postos em meio de cultura BDA acrescidos com
os indutores. Foi determinada a porcentagem de inibi¢do do crescimento

micelial de C. gloeosporioides. O ensaio in vivo foi realizado com frutos
de goiabeira variedade Paluma, desinfestados e tratados com indutores.
Em seguida, discos de colonia do C. gloeosporioides foram inoculados
e do primeiro ao oitavo dia apos a inoculagdo, foram feitas avaliagdes do
diametro das lesdes nos frutos. As analises pos-colheita foram realizadas,
avaliando a perda de massa fresca, solidos soluveis totais (SST), acidez
titulavel (AT), razdo SST/AT e potencial hidrogenionico (pH). Foi utilizado o
delineamento inteiramente casualizado, em esquema de parcela subdivididas
6x8 (tratamentos x periodo de avaliagdo) e as médias comparadas pelo
teste de Tukey a 5% de probabilidade. Os indutores Agro-mos®, Ecolife®,
Fosfitonova K*, Cuprogarb 500® e Rocksil® inibiram o crescimento micelial
do C. gloeosporioides in vitro, reduziram o didmetro das lesdes e mantiveram
a qualidade pos-colheita em frutos de goiabeira ‘Paluma’.
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ABSTRACT

Gomes, R.S.S.; Demartelaere, A.C.F.; Nascimento, L.C.; Maciel, W.O.; Wanderley, D.B.N.S. Bioactivity ofresistance inductors in the management
of guava (Psidium guajava L.) anthracnose. Summa Phytopathologica, v.42,n.2, p.149-154, 2016.

The culture of guava present losses around 40-60% in postharvest related
to phytosanitary problems such as anthracnose caused by Colletotrichum
gloeosporioides. Research on alternative methods using resistance inductors
have been quite promising in the search for products with high potential in the
control of pathogens in postharvest. The present study aimed to evaluate the
resistance inducers in controlling anthracnose and its effects on physical and
chemical quality in fruits of guava ‘Paluma’. The treatments were: Agro-mos®,
Ecolife®, Fosfitonova K*, Cuprogarb 500", Rocksil®” and witness (distilled water
and sterile). The in vitro test with C. gloeosporioides colony discs (0,45 cm
diameter) with seven days of culture and put into PDA culture medium added
with elicitors. It was determined the percentage of inhibition of mycelial growth

of C. gloeosporioides. And the in vivo test was conducted with fruit variety of
guava Paluma, disinfected and treated with elicitors then C. gloeosporioides
colony discs were inoculated and the first to the eighth day, evaluations were
made of lesions diameter in the fruit sand was also performed post-harvest
analysis, assessing the loss of fresh mass, total soluble solids (TSS), titratable
acidity (TA), reason TSS/TA and hydrogenic potential (pH). It was used a
completely randomized design in a split plot design 6x8 (treatments x evaluation
period) and the averages compared by Tukey test at 5% probability. The elicitors
Agro-mos®, Ecolife”, Fosfitonova K*, Cuprogarb 500® and Rocksil” inhibited
the mycelial growth of C. gloeosporioides in vitro, reduces the lesions diameter
and maintained post-harvest quality fruit guava ‘Paluma’.

Keywords: Colletotrichum gloeosporioides, Guava, Induction of resistance, fungitoxic substances

O Brasil produziu na safra de 2014 em torno de 500 mil toneladas de
goiaba (Psidium guajava L.) (9). Os estados de Sao Paulo, Pernambuco
e Minas Gerais sdo responsaveis por 69% da produg@o nacional,
destacando-se pela preferéncia no mercado consumidor, por apresentar
em sua constitui¢ao, alto teor de vitamina C (acido ascorbico), vitaminas
do complexo B, B-caroteno, licopeno e agucares totais (20), além de
possuir coloragdo, sabor e aroma desejaveis tanto para a inddstria, na
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producdo de doces, geléias, pastas e frutas em calda, como também
para o consumo in natura (14).

Pesquisas na area da pos-colheita visam esclarecer as alteragdes
metabdlicas, como os processos fisicos, fisico-quimicos, quimicos e
bioquimicos que ocorrem em frutos mesmo depois de colhidos, pois,
continuam desempenhando fungdes ativas do metabolismo vegetal,
como respiragdo e transpiragdo (6) e esses processos podem ser
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acelerados principalmente se ocorrerem injurias provocadas por danos
mecanicos ou pelo ataque de patdgenos. Para manter a integridade
dos frutos principalmente no comércio in natura, tem-se utilizado
estratégias de controle, fisico, quimico e bioldgico,que possam reduzir
as perdas,proporcionando frutos com alta qualidade, ampliando o tempo
de armazenamento e sem alterar as caracteristicas organolépticas que
sdo as preferidas pelos consumidores (30).

Estudos sobre cultivo in vitro com Colletotrichum gloeosporioides
(Penz.) Sacc. tém sido realizados para facilitar a compreensao a respeito
das exigéncias nutricionais exercidas pelo patogeno e que podem esta
relacionada com os meios de cultura, temperatura, luminosidade e
potencial hidrogénionico, tornando fatores decisivos para o sucesso
no crescimento das estruturas fingicas como crescimento micelial e
producdo de conidios (24). Esses fatores influenciam no entendimento
de todo o ciclo do patdgeno, ja que ¢é responsavel por causar doengas
de grande importancia econdmica para a cultura da goiabeira como a
antracnose (18).

A utilizagdo de produtos alternativos, como os indutores em pos-
colheita de frutos tem sido bastante promissor na busca de produtos
de melhor qualidade com alto potencial no controle de fitopatogenos,
devido a presenga de compostos quimicos com agao direta, provocando
efeito fungistatico através da ativacdo de algumas enzimas como a
fenilalanina amoénia-liase (FAL), que pode influenciar no acimulo de
compostos fenolicos ou pela agdo indireta através da inducao resisténcia
(29), envolvendo a ativagdo de mecanismos de defesa latentes e ou ja
existente nas plantas em resposta ao tratamento com agentes bioticos ou
abioticos. Este mecanismo refere-se as defesas bioquimicas e estruturais
pos-formadas, de maneira ndo especifica e por meio da ativagdo de
genes envolvidos, influenciando no controle de doengas (28).

Portanto, o presente trabalho teve como objetivo avaliar os indutores
de resisténcia no controle da antracnose e seus efeitos na qualidade
fisico-quimica em frutos de goiabeira ‘Paluma’.

MATERIAL E METODOS

Os experimentos foram conduzidos no Laboratorio de Fitopatologia
do Departamento de Fitotecnia e Ciéncias Ambientais da Universidade
Federal da Paraiba, Areia, PB.

Preparo dos indutores

Os tratamentos a base de indutores de resisténcia foram
estabelecidos seguindo as concentragdes determinado pelo fabricante
(Tabela 1) e a testemunha composta apenas de agua destilada e
esterilizada (ADE), aplicando-se aliquotas de 50 pL de cada tratamento
sobre os discos de micélio do C. gloeosporioides e nos frutos foi até
o ponto de escorrimento.

Teste in vitro
O isolado de C. gloeosporioides foi obtido a partir de frutos de

goiabeira com sintomas tipicos da doenga. Procedeu-se o isolamento
em meio BDA (200 g de extrato de batata, 20 g dextrose, 20 g agar
L") e incubagdo por sete dias em temperatura ambiente (25 + 2°C).
Para identificacdo do patégeno foram realizadas analises macro
¢ microscopicas e comparagdo com literatura especializada (15).
Observou-se a pigmentacao, textura, consisténcia e forma do verso e
reverso das colonias desenvolvidas in vitro.

Para a multiplicac@o do patégeno, retirou-se um disco da colonia
(0,45 cm de diametro) e colocados em meio de cultura BDA, sob
temperatura (25 = 2 °C), regime de luz alternada (12 h claro e 12 h
escuro) e incubada durante sete dias em camara do tipo B.O.D.

Em seguida, foram retirados discos da colonia de C. gloeosporioides
e postos em meio de cultura BDA, aplicando-se os tratamentos sobre
os discos de micélio,nas concentragdes descritas anteriormente e
armazenados em B.O.D com temperatura (25 £+ 2 °C) e regime de luz
alternado.Do primeiro ao quinto dia apds a inoculagdo, com auxilio de
uma régua centrimetrada, foi realizada a mensuracéo da col6nia em dois
eixos ortogonais até atingir toda a placa,e o calculo da porcentagem de
inibigdo do crescimento micelial (ICM), conforme a féormula descrita
por Abbott (1): ICM (%) = [(T-t)*100]/T, onde T ¢ a testemunha e t,
o tratamento.

Teste in vivo

Os frutos de goiabeira variedade Paluma foram adquiridos no
Centro Estadual de Abastecimento e Servigo Autonomo (CEASA) em
Campina Grande, PB. As goiabas, apresentavam estadio de maturagao
3, o qual ¢ definido pela coloragdo da casca verde-amarelo de acordo
com a classificacdo feita por Azzolini et al. (3) e selecionadas quanto
a auséncia de danos mecénicos e podridoes.Em seguida, foi feito a
desinfestacdo dos frutos com a solucdo de hipoclorito de sodio a 0,3%
por 3 minutos e tripla lavagem em agua destilada sendo colocados sobre
papel toalha para a secagem.

Foram aplicados os indutores nos frutos nas concentragdes
descritas anteriormente com ajuda de um pulverizador manual com
capacidade para 250 mL. Apds 24 h da aplicagdo dos indutores foi
feito um ferimento na regido equatorial dos frutos, com diametro de
aproximadamente 0,03 e 2 mm de profundidade com auxilio de um
perfurador de metal flambado. Sobre o ferimento foidepositadoum disco
de micélio do C. gloeosporioides com sete dias de cultivo, eos frutos
acondicionados em camara imida (sacos de polipropileno)durante 48 h.

Foram realizadas avaliagdes nos frutos do primeiro ao oitavodia,
medindo o didmetro (cm) das lesdes em dois eixos ortogonais, com
auxilio de uma régua centimetrada.

Analises fisico-quimicas

Perda de massa fresca (PMF): foi realizada a cada dois dias, pesando
os fruto sem balanca Filizolasemi-analitica, com capacidade para 15kg
e sensibilidade para 5g, tomando-se como base o peso inicial. Os
resultados foram expressos em porcentagem de perda de massa fresca,
através do calculo PMF (%) = [(Pi-Pj)/Pi]*100, onde: Pi = peso inicial

Tabela 1. Descricao dos indutores de resisténcia utilizados no controle da antracnose da goiabeira (Psidium guajava L.).

Produto comercial  Fabricante Composicio Concentracio recomendada
Agro-mos” Improcrop Sulfato de cobre, sulfato de zinco e complexado por aminoacidos. 2,0mLL"

Ecolife® Quinabra Bioflavonoides, acido ascorbico, acido latico e glicerina vegetal. 2,0mLL"

Fosfitonova K® Fertinova Pentoxido de fosforo (PO,) e Oxido de potassio (K,0). 0,5gL"

Cuprogorb 500” Oxiquimica agrociéncia  Oxicloreto de cobre 3,0gL!

Rocksil® Lia ulmasud Oxido de aluminio e diéxido de silicio e enxofre 1,o0gL!
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dos frutos e Pj = peso no periodo subsequente a Pi.

Sélidos Soluveis Totais (SST): obtido através do suco extraido
de frutos cortados longitudinalmente e determinado em refratdmetro
digital, com corregdo automatica de temperatura, sendo os resultados
expressos em °Brix(2).

Acidez titulavel (AT): foi obtida a partir da titulagdo de 50 mL de
suco com uma solugao de hidroxido de sodio a 0,3125 de normalidade
e usando-se a fenoftaleina como indicadora e expresso em porcentagem
de 4cido citrico 100 g (10).

Razdo SST/AT: calculada através da divisdo do teor de solidos
soluveis totais pela a acidez titulavel.

Potencial hidrogenionico (pH): foi extraida uma amostra de S5g de
suco, homogeneizada em 50 mL deADE. A leitura do pH do suco diluido
foi realizada através de um pHmetro de bancada que possui corre¢do
automatica dos valores em fung¢do da temperatura (2).

Analise estatistica

O experimento foi realizado em delineamento inteiramente
casualizado, em esquema de parcela subdividida 6x8 (tratamentos
x periodo de avaliagdo), com trés repeti¢des de cinco frutos cada.
As médias foram comparadas pelo teste de Scott-knott a 5% de
probabilidade no software estatistico ASSISTAT® versdo beta 7.7 (25).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Quando utilizados o Agro-mos®, Ecolife®, Fosfitonova K®,
Cuprogorb 500%e Rocksil® em meio BDA, verificou-se diferenga
significativa entre os tratamentos em func¢do do periodo de
armazenamento,observando-se reducdo na porcentagem de inibigdo
do crescimento micelial de C. gloeosporioides. Apenas o tratamento
a base de Ecolife” permaneceu com agio fungitoxica no ultimo dia de
avaliac@o, conforme as Figuras 1A,B,C,D ¢ E.

Pode-se afirmar que ocorreu efeito fungitoxico no controle do C.

gloeosporioides in vitro. De acordo com Smith (26) os indutores tém
sido amplamente usados como métodos de controle alternativo de
patdgenos, pois possuem moléculas eliciadoras de origem bidtica ou
abidtica que podem ter agao fungitoxica (mecanismo direto), ou ainda
estimular a produgdo de metabolitos vegetais como proteinas, enzimas,
horménios e vitaminas, evitando ou retardando o estabelecimento do
patdgeno no tecido do hospedeiro (28).

Comportamento semelhante ao presente trabalho foi observado
por Motoyama et al. (16) utilizando Ecolife®”,verificaram atividade
antifingica in vitro contra C. lagenarium. Sousa et al. (26) avaliaram
o efeito fungitoxico do dleo de neen (Azadiractha indica A. Juss),
adicionados 0,2; 0,4; 0,6; 0,8 e 1,0% em meio de cultura BDA sobre o
desenvolvimento de C. gloeosporioides in vitro e constataram que em
todas as concentragdes utilizadas, ocorreu a inibi¢do do crescimento
micelial. Rozwalka et al. (22) testaram extratos e 6leos essenciais de
plantas medicinais e aromaticas sobre C.gloeosporioides, in vitro,
demonstraram que houve inibicao total ou parcial do crescimento.

Verificou-se que em todos os tratamentos com indutores
houve redugdo do didmetro das lesdes nos frutos de goiabeira
quando comparados com a testemunha (ADE) até o oitavo dia de
armazenamento (Figuras 2A,B,C,D e E).Outra agdo relacionada ao
efeito dos indutores foi a reducdo da severidade da antracnose. Esse
fendmeno pode ser explicado através da ativagdo de genes da planta
provocados por fatores bidticos (como microrganismos vidveis ou
inativados) ou abidticos, capazes de ativar ou induzir qualquer resposta
de defesa, envolvendo mecanismos bioquimicos e estruturais pré e
pos-formados (8). Essa inducdo pode desencadear uma série de eventos
como as explosdes oxidativas, respostas de hipersensibilidade, acimulo
de proteinas relacionadas a patogénese como quitinases ¢ B-1,3-
glucanases, enzimas envolvidas na rota dos fenilpropandides como
fenilalanina amonia-liase, outras como polifenoloxidase e peroxidase
¢ a sintese de fitoalexinas (28).

Neste trabalho apresentou redugdo na severidade da
doenga,corroborando com o estudo realizado por Lemos et al. (12),
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Figuras 1. Inibi¢do do crescimento micelial (ICM) de Colletotrichum gloeosporioides, submetido aos tratamentos com indutores de resisténcia:
Agro-mos® (A), Ecolife” (B), Fosfitonova K* (C), Cuprogarb 500 (D) e Rocksil® (E).
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Figuras 2. Didmetro das lesdes em frutos de Psidium guajava ‘Paluma’, tratados com Agro-mos® (A), Ecolife” (B), Fosfitonova K*(C), Cuprogarb

500" (D) e Rocksil® (E).

quando avaliaram produtos alternativos no controle da antracnose na
pos-colheita de manga ‘Ubd’ (Mangifera indica L.), observando que os
frutos tratados com 6leo de améndoa de macauba (Acrocomia aculeata
(Jacq.) + LPI (leite em p6 instantdneo) e Agro-mos®, ocorreu redugio
da severidade atingindo seu maximo entre o sétimo ¢ o oitavo dia
apos a inoculagdo. Nascimento et al. (19), avaliando o efeito de Bion®,
Agro-mos® e Ecolife” no controle da antracnose em mamoeiro (Carica

papaya L.) verificaram que apenas o Bion” se manteve eficiente no
controle da doenga, apds nove dia depois da inoculagéo.

Na avaliagdo da perda de massa fresca, observou-se que o
tratamento Ecolife® apresentou menor perda de massa fresca em
relacdio aos demais tratamentos ao final do periodo de armazenamento,
diferindo da testemunha (Figura 3A). Myoda et al. (17) afirmaram
que essa manutengdo da agua dentro das células evita o murchamento

A = Agro-mos® B Ecolife® B = Agro-mos® ® Ecolife® C = Agro-mos® = Ecolife®
& Fosfitonova K& o Cuprogarb S00® & Fosfitonova K& = Cuprogarb 500® = Fosfitonova K® = Cuprogarb 500®
50 o '‘Rocksil® B testemunha 5 Rocksil® m testemunha i; 6 - ""Rocksil® W testemunha
=3
; =5
: = S
= 24
= d 3,
= (=}
e =
7 52
£1
=0
-
2 4 6 8
Dias de armazenamento Dias de armazenamento Dias de armazenamento
D =Agro-mos® B Ecolife® E = Agro-mos® m Ecolife®
®Fosfitonova K® « Cuprogarb 500® % Fosfitonova K® « Cuprogarb 5008
2,5 - ' Rocksil® W testemunha 4,4  'Rocksil® W testemunha
£ 2,0 - I 4,2
S 1
515 - _ 40
2} T
zé 1.0 3.8
20,5 - 3,6 -
0,0 - 3.4

6 8
Dias de armazenamento

Dias de armazenamento

Figuras 3. Perda de massa fresca (PMF) (A), teores solidos soluveis totais (SST) (B), acidez titulavel (AT) (C), razo solidos soluveis totais/
acidez titulavel (SST/AT) (D) e valores de pH (E) nos frutos de Psidium guajava ‘Paluma’, submetidos aos tratamentos Agro-mos”®, Ecolife®,

Fosfitonova K*, Cuprogarb 500" € Rocksil®.
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dos frutos, mantendo as qualidades texturais (amaciamento, perda da
frescor e suculéncia), e nutricionais,preservando a qualidade dos frutos
na pos-colheita.

O maior teor de SST foi obtido nos frutos tratados com Ecolife®,
diferindo estatisticamente dos demais tratamentos, com valores
superiores em relagdo testemunha (Figura 3B). Portanto, verifica-
se que apenas os tratamentos Ecolife® e Cuprogarb 500"obtiveram
teores de SST proximos aos exigidos pelo mercado, variando entre
8,60 a 12,45 °Brix. Kusano et al. (11), avaliando as qualidades fisico-
quimica em frutos de goiabeira ‘Paluma’, também encontraram teores
de SST bem proximos de 9,13 a 11,07,corroborando com os resultados
obtidos no presente trabalho.A avaliagdo do teor de SST fornece um
indicativo sobre o teor de agucares nos frutos (13), portanto, importante
na qualidade organoléptica destes, sendo desejaveis pelo mercado
consumidor de frutos in natura de goiabeiras, valores acima de 10
°Brix (7).

Foram verificados maiores teores de acido citrico em frutos
de goiabeira quando utilizou-se os indutores Agro-mos®, Ecolife®”
eFosfitonova K*no sexto dia de armazenamento (Figura 3C). A acidez,
avaliada por meio da presenca de acidos organicos expressos em acido
citrico, ¢ de grande importancia, pois esta diretamente relacionada ao
estado de conservacdo dos frutos (4). Os padrdes de qualidade para
polpa de goiaba, estabelecidos pelo Ministério da Agricultura, Pecudria
e Abastecimento, exigem teores de acidez total titulavel expressa em
acido citrico, minimo de 0,40 g/100g de fruto (7).

Observa-se a maior relagdo SST/AT em frutos de goiabeira que
receberam os tratamentos Fosfitonova K® e Cuprogarb 500 e ambos
ndo diferiram da testemunha (Figura 3D).De acordo com Chitarra &
Chitarra (5), arelagdo SST/AT, indica que quanto menor a taxa de solidos
soluveis totais, maior serd a acidez e, desta forma, podera influenciar
na diminui¢do da atividade respiratoria e, consequentemente, reduzir
a aceleracdo do metabolismo, retardando o processo de maturagdo
dos frutos.

Valores de pH ideais em frutos de goiabeira foram obtidos quando
utilizaram os tratamentos com Fosfitonova K®, Cuprogarb 500® e
Rocksil®, conforme (Figura 3E). Werner et al. (31), avaliando frutos de
goiabeira ‘Cortibel’, verificaram mesmo comportamento do presente
trabalho, apds 12 dias de armazenamento, onde ocorreu decréscimo
no pH de 3,88 a 3,77. Coser et al. (7), avaliando as qualidade fisico-
quimica em frutos de goiabeira ‘Paluma’, encontraram valores de pH
variando entre 3,0 a4,1. De acordo com Yusof (32),a faixa de pH entre
3,0 e4,1 indica que estdo dentro dos valores estabelecidos para o padrdo
de qualidade aceito pelos consumidores e estdo corroborando com os
encontrados no presente trabalho.

Pode-se afirmar que a redugdo do pH no inicio do armazenamento
pode estar associada a liberagdo de acidos orgdnicos, como o
poligalacturdnico no meio intracelular, decorrente do processo de
quebra de parede celular e, consequentemente, amolecimento dos frutos.
O produto final da degradagao da parede celular, sdo acidos organicos,
contudo os radicais metil (CH,")liberados dentro de tal processo podem
favorecer a alteragdo do pH(21).

Os indutores Agro-mos®, Ecolife®, Fosfitonova K*, Cuprogarb
500" e Rocksil® inibiram o crescimento micelial deC. gloeosporioides
in vitro, reduziram o diametro das lesdes e incrementaram a qualidade
pos-colheita em frutos de goiabeira ‘Paluma’.
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