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Resumo — O objetivo deste trabalho foi avaliar a aplicacdo de quitosana no controle da podridao-amarga da
maca em pods-colheita e seus efeitos sobre Colletotrichum acutatum e a atividade da peroxidase nos frutos.
Frutos previamente infectados com o patdogeno foram imersos em suspensdes de quitosana com diferentes
concentragdes ¢ pHs. Para estudar possiveis mecanismos de agdo envolvidos no controle da doenga, foram
realizados testes in vitro, para avaliar o efeito da quitosana sobre a germinagdo de conidios de C. acutatum
e sobre o crescimento micelial. Foi avaliada a capacidade da quitosana de induzir a sintese de enzimas
relacionadas a defesa da planta (peroxidases), por meio de ensaio espectrofotométrico. Houve efeito de doses
e de pH da quitosana sobre a redu¢do da severidade da podridao-amarga em maga. A suspensao de quitosana
a 10 g L' e pH 4 foi a mais apropriada tecnicamente para o controle da doenga, pois reduziu a severidade em
26%. O polissacarideo ndo elevou a atividade de peroxidases nos frutos, mas reduziu a germinacdo de conidios
e o crescimento micelial do patégeno. A quitosana aplicada em pos-colheita ¢ uma medida alternativa aos
fungicidas para o manejo da podriddo-amarga.

Termos para indexacdo: Colletotrichum acutatum, antibiose, controle alternativo, indugdo de resisténcia.
Reduction of the severity of apple bitter rot by fruit immersion in chitosan

Abstract — The objective of this work was to evaluate the aplication of chitosan on the control of apple bitter rot
in postharvest conditions and its effects on Colletotrichum acutatum and fruit peroxidase activity. Apple fruit
previously infected with the pathogen were immersed in chitosan suspensions with different concentrations
and pHs. To study some possible action mechanisms, in vitro tests were carried out to evaluate the effect of
chitosan on spore germination and mycelial growth of C. acutatum. The capacity of chitosan to induce the
synthesis of defense enzymes (peroxidases) was evaluated in fruits by spectrofotometric assay. Different doses
and pH of chitosan were found to be effective in the reduction of the disease severity. Chitosan at 10 g L' (pH
4) had the most technical viability for the control of the disease and reduced the severity in 26%. Considering
the action mechanisms, chitosan did not increase peroxidase activity in the fruits; however, it reduced both
spore germination and mycelial growth of the pathogen. Chitosan applied at postharvest is an alternative to
reduce bitter rot severity.

Index terms: Colletotrichum acutatum, antibiosis, natural control, resistance induction.

Introducio

A podriddo-amarga da macieira, causada pelo
fungo Colletotrichum acutatum (Penz.) Sacc.) pode
resultar em significativas perdas de producao (Denardi
et al., 2003). Os conidios sdo dispersos a partir dos
acérvulos, principalmente pela agua, e germinam ao se
depositar na planta, em ambiente favoravel, podendo
emitir apressorios e penetrar diretamente ou por meio
das lenticelas e ferimentos. A infeccdo pode ocorrer
logo ap6s a floragdo, no inicio do desenvolvimento
do fruto, que se torna mais suscetivel a medida que
amadurece. Os sintomas podem aparecer ainda no
campo, de acordo com o ambiente, ou se manifestar

durante o periodo de armazenamento. Inicialmente,
ocorrem pequenas lesdes pardas a marrom-claras
que, ao atingir cerca de 2 cm de diametro, ficam
deprimidas. Em condi¢des de alta umidade, torna-se
visivel a presenca de mucilagem de coloragdo roésea no
centro das lesdes, onde se encontram os conidios do
fitopatogeno (Bleicher, 2002).

O controle da doenca ¢ realizado principalmente
pela aplicacao de fungicidas protetores (Boneti et al.,
2002). Ultimamente, em razdo da maior procura dos
consumidores por produtos livres de residuos de
agrotoxicos e pela selegdo de populagdes resistentes

de fitopatdogenos aos fungicidas convencionais,
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tem-se buscado o desenvolvimento de outras formas
de controle. Entre os produtos com potencial de uso
agricola, encontra-se o polissacarideo quitosana,
obtido a partir da desacetilagdo da quitina, que é o
maior constituinte de exoesqueletos de crustaceos e
de outros animais marinhos (Goosen, 1997). Trata-se
de um produto de baixa toxidez, capaz de formar géis
e com atividade antimicrobiana. Esses sdo atributos
que fazem com que a quitosana seja estudada para
aplicacdo em poés-colheita de frutos, tanto in natura,
quanto minimamente processados (Assis & Leoni,
2003).

A quitosana pode retardar o crescimento micelial,
diminuir a germinagao de conidios e causar alteragdes
morfologicas no tubo germinativo de algumas espécies
de fitopatogenos (El Ghaouth et al., 1994; Liu et al.,
2007). Pode, também, diminuir a severidade de doencas
em pos-colheita de mamao, tomate, pepino, maga e uva,
atuando diretamente sobre o fitopatogeno e induzindo
resisténcia nos frutos (De Capdeville et al.; 2002; Cia,
2005; Bautista-Bafios et al., 2006).

O pH esta entre os principais fatores que influenciam
as caracteristicas da quitosana, pois altera a protonagao
dos grupamentos amino e a capacidade de solvatacao
do polissacarideo. Em pHs mais elevados, as cadeias
do biopolimero se aproximam, pela redugdo na
protonagdo, o que resulta em maior viscosidade.
Em pHs mais baixos, em razdo da maior protonagao
nas cadeias, ocorre melhor dissolu¢do da quitosana
(Santos et al., 2003).

Com relagdo a indugdo de respostas de defesa
em plantas, a quitosana atuaria como eliciador ao
desencadear mecanismos estruturais de resisténcia
— como a formagdo de papilas — e mecanismos
bioquimicos como a produgdo de fitoalexinas e
proteinas relacionadas a patogénese (Cavalcanti et al.,
2005). Em frutos de maga, a capacidade da quitosana de
induzir resisténcia foi demonstrada por De Capdeville
etal. (2002), quando inocularam Penicillium expansum
nos frutos tratados previamente com o polissacarideo.

Normalmente, o possivel agente indutor de
resisténcia ¢ aplicado antes da inoculagdo. Contudo,
no atual estudo, buscou-se avaliar a indugao da sintese
de peroxidases, em magas tratadas com quitosana apos
a inoculagdo do fitopatogeno, pois, de acordo com a
etiologia da doenca, os frutos chegam a pds-colheita
jé infectados, e o patdgeno permanece quiescente até
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obter condi¢des favoraveis ao seu desenvolvimento
(Bleicher, 2002).

O objetivo deste trabalho foi avaliar a aplicagdo de
quitosana no controle da podridao-amarga da maca
em pos-colheita e seus efeitos sobre C. acutatum e a
atividade da peroxidase nos frutos.

Material e Métodos

Os experimentos foram realizados no Laboratorio
de Fitopatologia do Centro de Ciéncias Agrarias
da Universidade Federal de Santa Catarina,
Florianépolis, SC.

O isolado de C. acutatum, obtido de frutos
sintomaticos colhidos na regidao de Sdo Joaquim, SC,
foi mantido em meio de cultura batata-dextrose-agar
(BDA), sob fotoperiodo de 12 horas e temperatura
de 25°C. Os conidios do patégeno foram suspensos
de colonias puras com dez dias de idade, pela adigao
de agua destilada estéril. A concentracao de conidios
foi determinada com hemacitometro e ajustada para
10° conidios mL"".

O polissacarideo quitosana, com 85% de
desacetilagdo, foi fornecido pela Empresa AD Oceanum
Industria e Comércio Ltda. (Governador Celso Ramos,
SC) e apresenta formula molecular (CgH;;NOs)n.
A suspensdo do polissacarideo foi preparada pela
dissolugdo em HCI 0,05 N com agitacdo constante e
corre¢ao do pH com NaOH 2 mol L.

Os frutos de mag¢a da cultivar Fuji, colhidos na
safra 2007/2008, foram cedidos pela Cooperserra, Sao
Joaquim, SC, armazenados a 4°C ¢ utilizados dentro de
um periodo de quatro meses. Antes de sua utilizagdo,
foram imersos em solucdo de hipoclorito de soédio
(0,025% cloro ativo) durante 2 min, lavados em agua
corrente € secos ao ar, a temperatura ambiente.

No primeiro experimento, os frutos de mag¢a foram
infectados com 20 puL de suspensdao de conidios
(10° conidios mL") na regido equatorial, em faces
opostas, por injecdo com agulha de 0,25 mm de
didmetro e 4 mm de profundidade, e colocados em
camara umida, no interior de bandejas de plastico
(400 x 270 x 133 mm), por 24 horas a 25°C. Apds
esse periodo, as magas foram imersas durante 1 min
em suspensio de quitosana de 0, 2,5, 5, 7,50u 10 g L'
com pH ajustado para 5,6, e foram mantidas a mesma
temperatura, no escuro. A avaliacao da severidade da
doenca foi realizada semanalmente ¢ comegou dez
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dias apos a inoculagdao (DAI); o didmetro das lesdes
foi medido em sentidos ortogonais, ¢ a area abaixo da
curva de progresso da doenca (AACPD) foi calculada
conforme Shanner & Finney (1977). O delineamento
experimental foi inteiramente casualizado, com quatro
repeticdes. Cada unidade experimental foi composta
por uma bandeja com quatro frutos.

No segundo experimento, os frutos foram
infectados com 20 pL de suspensdo de conidios
(103, 10* ou 10° conidios mL!) e, ap6s 24 horas em
camara Umida, foram imersos em agua destilada
ou quitosana (10 g L') por 1 min. Em um terceiro
experimento, os frutos foram infectados com 20 pL
da suspensdo de conidios (10° conidios mL™) e, apos
permanecerem em camara Umida por 24 horas, foram
imersos por 1 min em agua destilada ou em suspensoes
de quitosana (10 ou 20 g L) associadas a trés valores
de pH (2,4, 4 ou 5,6). Nesses experimentos, a unidade
experimental consistiu de uma bandeja com 4
frutos, que foram incubados no escuro, a 25°C, em
delineamento inteiramente ao acaso, com quatro
repeticdes. A avalia¢do da severidade da doenga foi
realizada conforme descrito anteriormente.

No experimento de germinagdo de conidios, foram
avaliadas as doses de 0, 25, 50, 75 ¢ 100 ug mL™! de
quitosana, com pH ajustado para 5,6. Os testes foram
realizados em laminas de microscopia escavadas, onde
20 pL de quitosana foram adicionados sobre 20 pL da
suspensdo de conidios (10° conidios mL"') com 2%
de dextrose (m/v). As laminas foram dispostas em
placas de Petri e incubadas a luz em ambiente com alta
umidade relativa, a 25°C. Apds 20 horas, foi avaliada
a percentagem de germinagdo de conidios, tendo-se
considerado germinado aquele em que o comprimento
do tubo germinativo ultrapassou o comprimento
do conidio. O delineamento foi completamente
casualizado, com cinco repeti¢des, ¢ cada unidade
experimental foi constituida por uma lamina com
20 pL da suspensao.

Para avaliar o efeito sobre o crescimento micelial
do fungo, suspensdes de quitosana com pH 5.6
foram incorporadas ao meio de cultura BDA, apds
autoclavagem, nas propor¢des 0, 1,2, 3 oud gL', e
vertidas em placas de Petri. No centro de cada placa foi
disposto um disco (6 mm de diametro) com micélio do
fungo, repicado de uma colonia de dez dias. As placas
foram incubadas a 25°C, em fotoperiodo de 12 horas.
O delineamento experimental foi completamente

casualizado, com cinco repeticdes, com uma placa
para cada repeticdo. O didmetro de todas as colonias
foi medido quando uma delas atingiu a extremidade
da placa.

Em um lote com 50 frutos de maca avaliou-se a
atividade de peroxidases em frutos tratados ou ndo com
quitosana. Cada fruto recebeu 20 uL de agua destilada
na regido equatorial, em cinco pontos eqiiidistantes, a
profundidade de 4 mm, por meio de agulha de 0,25 mm
de didametro. Outro lote de 50 frutos foi infectado com
suspensdo de conidios de C. acutatum (20 pL, 10°
conidios mL") na regido equatorial, conforme descrito
acima. Vinte e quatro horas depois, metade dos frutos
de cada lote foi imersa em agua destilada, ¢ a outra
metade em suspensao de quitosana (10 g L™'), por 1 min,
no total de 4 tratamentos. Foi realizado, também, um
quinto tratamento apenas com imersdao de 25 magas
em agua destilada. Os frutos de cada tratamento foram
dispostos em cinco bandejas, com cinco frutos em
cada uma. Aleatoriamente, nos intervalos de tempo
de 0, 24, 48, 72 e 96 horas apds a imersdo em agua
ou quitosana, foi amostrado um fruto de cada bandeja,
tendo-se retirado cinco cubos de 5 mm de diametro e
8 mm de profundidade do local onde foi realizada a
injecdo com agua destilada ou suspensdo de conidios.
Cada amostra, constituida por cinco cubos oriundos
de cinco macas diferentes, submetidas a um mesmo
tratamento, foi armazenada a temperatura de -20°C.

As amostras foram maceradas em nitrogénio
liquido, homogeneizadas em 1,5 mL de tampao fosfato
100 mmol L' (pH 7) e centrifugadas a 20.000 g
por 30 min, a 4°C. A atividade de peroxidases foi
avaliada por espectrofotometria a 470 nm, a partir dos
sobrenadantes coletados. A reacdo consistiu de 0,3 mL
do sobrenadante e 2,7 mL de tampao fosfato 50 mmol L
(pH 6), com guaiacol 0,25% (v/v) e peroxido de hidrogénio
0,1 mol L*!, a 40°C (Hammerschmidt et al., 1982). Foram
feitas leituras de absorbéancia a cada 30 s, durante
4 min. Os resultados da atividade de peroxidases foram
expressos em unidades de densidade optica (DO) a
470 nm mg! de proteina por minuto. A determinagéo de
proteinas totais nas amostras foi realizada pelo método
de Bradford (1976). Os dados foram analisados em
esquema bifatorial 5x5.

A homogeneidade das variancias foi verificada pelo
testede Levenea 5% de probabilidade e, posteriormente,
os dados foram submetidos a analise de variancia e ao
teste F a 5% de probabilidade. Nos experimentos com
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fatores quantitativos, realizou-se a analise de regressao
linear com o programa estatistico Sisvar 4.3 (Ferreira,
2009), enquanto, nos experimentos qualitativos,
as médias dos tratamentos foram comparadas pelo
teste de Student-Newman-Keuls (SNK), a 5% de
probabilidade.

Resultados e Discussao

A quitosanareduziu aseveridade da podriddo-amarga
em frutos de ma¢a 'Fuji', imersos na suspensio
do polissacarideo 24 horas depois da inoculagdo.
A reducdo foi diretamente proporcional a dose de
quitosana (Figura 1).

No experimento bifatorial (3x2), em que os frutos de
magas foram infectados com diferentes concentragdes
de conidios (10%, 10* ¢ 10° conidios mL") e tratados
com agua destilada ou quitosana a 10 g L' (Tabela 1),
obteve-se, pela analise de variancia, efeito significativo
para o fator tratamento, para o fator concentracdo de
in6culo e, também, para a interagdo entre os dois fatores.
Em todas as concentragdes de conidios testadas, a
imersdo em quitosana reduziu a severidade da doenga,
com efeito pronunciado nas magas infectadas com 10*
conidios mL"'. No caso das magds imersas em agua
destilada, aquelas infectadas com a menor concentragao
de conidios (10° conidios mL") apresentaram menor
severidade da doenga (Tabela 1). O nivel médio de
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Figura 1. Efeito de doses de quitosana sobre a severidade
da podriddo-amarga (Colletotrichum acutatum) em frutos de
magca, representada pela area abaixo da curva de progresso
da doenga (AACPD). *Coeficiente de inclinagdo da reta
significativo a 5% de probabilidade, pelo teste t.
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controle da podriddo-amarga, mediante a imersdo em
quitosana, foi de 20%.

Os tratamentos com quitosana 10 e 20 g L'
reduziram a severidade da doenca nos frutos em relacdo
a testemunha (frutos imersos em agua destilada), em
todos os pHs (Tabela 2). Houve efeito de doses e do pH
da suspensao de quitosana sobre a severidade da doenca,
e a interagdo entre os dois fatores foi significativa.
A dose de 20 g L' reduziu a severidade da doenga nos
pHs 2,4 e 4, em comparagdo a dose de 10 g L', porém,
no pH 5,6 as duas concentragdes do polissacarideo
ndo diferiram entre si. A dose de 20 g L', combinada
com o pH 4, reduziu em mais de 44% a severidade da
podriddo-amarga, contra 26% de controle obtido pela
suspensdo de quitosana a 10 g L' com o mesmo pH
(Tabela 2). No entanto, o uso da quitosana a 20 g L"!
para o tratamento de frutos em larga escala apresenta
algumas desvantagens operacionais, em virtude da
elevada viscosidade dessa suspensdo, além do maior
gasto com o polissacarideo.

Devlieguere et al. (2004) compararam diferentes
doses de quitosana com pH 4 ou 6 ¢ obtiveram maior

Tabela 1. Efeito de quitosana aplicada 24 horas apos a
inoculagdo de Colletotrichum acutatum sobre a severidade
da podriddo-amarga em frutos de maga representada pela
area abaixo da curva de progresso da doenga (AACPD)®,

Tratamento C. acutatum (conidios mL™")

10° 10° 10°
Agua 493bA 540aA 551aA
Quitosana (10 g L") 443aB 408bB 452aB

(WMédias seguidas de letras iguais, mintsculas nas linhas e maiusculas nas
colunas, nao diferem entre si pelo teste SNK, a 5% de probabilidade.

Tabela 2. Efeito de doses e pH da suspensdo de quitosana
aplicada 24 horas apds a inoculagdo de Colletotrichum
acutatum, sobre a severidade da podriddo-amarga em frutos
de maca, representada pela area abaixo da curva de progresso

da doenga (AACPD) @,
Tratamento pH da suspensdo de quitosana
2,4 4,0 5,6
AACPD NC® AACPD NC AACPD NC
Testemunha 603aA 0,0 603aA 0,0 603aA 0,0
Quitosana (10 g L") 567aB 59 444bB 26,3 567aB 59
Quitosana (20 g L") 535aC 11,2 333bC 44,8  567aB 5,9

(WM¢édias seguidas de letras iguais, mintisculas nas linhas e maitusculas
nas colunas, ndo diferem entre si pelo teste SNK, a 5% de probabilidade.
@NC, nivel de controle (%) em relagdo a testemunha.
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efeito antimicrobiano sobre Candida lambica no pH
inferior. O maior niimero de grupamentos amino,
protonados nas cadeias do polissacarideo em solucdes
mais acidas, pode interagir mais intensamente com as
cargas negativas presentes na membrana plasmatica
dos microrganismos, o que resulta em aumento na
atividade antibidtica (Benhamou, 1992). Isso ajuda a
explicar o maior controle de C. acutatum, no presente
estudo, nos frutos de maga imersos em pH 4 em relagao
ao pH 5,6. Entretanto, as suspensdes com pH 2,4 ndo
foram eficientes em reduzir a severidade da doenga.
Outros pesquisadores obtiveram redu¢ao da severidade
de podriddo, em frutos como morango, cereja, uva e
mamao com o uso de suspensdes de quitosana com
valores de pH entre 3,5 e 5,6 (El Ghaouth et al., 1992;
Romanazzi et al., 2002, 2003; Cia, 2005; Camilli et al.,
2007).

A incorporagdo da quitosana em meio de cultura
afetou negativamente o crescimento micelial de
C. acutatum, ¢ a concentragdo de 4 g L' reduziu o
diametro da colonia em cerca de 41% (Figura 2).
A antibiose in vitro por a¢do do polissacarideo ja foi
demonstrada contrauma série de fungos fitopatogénicos,
entre eles Botrytis cinerea, Penicillium expansum ¢
Pythium aphanidermatum (E1 Ghaouth et al., 1992,
1994; Liu et al, 2007; Camilli et al., 2007).

Houve efeito quantitativo da quitosana sobre
a germinagdo de conidios de C. acutatum. Todas

80
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as doses testadas diminuiram a emissdo do tubo
germinativo, e, na de 100 pg mL"', a germinagdo
de conidios foi 66% inferior ao controle (Figura 2).
Nos tratamentos a partir de 50 pg mL, foram
observadas alteragdes morfoldgicas no tubo
germinativo, os quais se apresentaram mais
espessos, atrofiados e com ramificacdo excessiva.
Esses resultados corroboram diversos trabalhos ao
mostrar a reducdo da germinagdo de conidios de
fungos fitopatogénicos pelo emprego de quitosana.
Porém a maioria dos autores desses trabalhos utilizou
concentracdes do polissacarideo muito superiores
as utilizadas no presente estudo, chegando a ser
avaliada a dose de 5.000 pg mL™' (El Ghaouth et al.,
1992; Cia, 2005; Camilli et al., 2007). Com relagao
as alteragdes morfoldgicas em fungos, El Ghaouth
et al. (1992) observaram que a quitosana provocou
ramificacdes nas hifas de Rhizopus stolonifer. Liu
et al. (2007) demonstraram que, além de reduzir a
germinacao de conidios de P. expansum e B. cinerea,
a quitosana afetou a integridade da membrana
plasmatica de ambos os patdgenos. Isso pode estar
relacionado as interacdes da quitosana com cargas
negativas de residuos de macromoléculas, expostas
na superficie das células fingicas, que resultam
em alteragdes na permeabilidade da membrana
(Benhamou, 1992).

100
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S 60
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Figura 2. Efeito de doses de quitosana sobre o crescimento micelial em meio de cultura BDA (didmetro da coldnia) e sobre a
germinagao de conidios de Colletotrichum acutatum. *Coeficiente de inclinacdo da reta significativo, a 5% de probabilidade,

pelo teste t.
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A atividade das enzimas peroxidases (densidade
optica a 470 nm mg' de proteina por minuto)
aumentou significativamente nos frutos feridos
imersos em agua (12,4) e em quitosana (12,5)
que nao foram infectados, em relagdo aos frutos
infectados imersos em agua (8,6) e em quitosana
(8,1) e na testemunha (9,4) imersa apenas em agua.
Nao houve diferenca na atividade de peroxidases nos
frutos, no decorrer do tempo apos a inoculagdo de C.
acutatum ou ferimento, e ndo houve interacdo entre
os fatores. Souza et al. (1999) estudaram a atividade
de peroxidases em péssegos feridos e obtiveram a
elevacdo da atividade dessas enzimas. O aumento na
atividade de peroxidases, associado aos ferimentos,
¢ indicativo da oxidagdo de compostos fenodlicos e
da biossintese de lignina, que atua como barreira
a infec¢do microbiana. A reagdo ocorre em células
vizinhas as infectadas ou feridas, as quais direcionam
um sistema de defesa a area do ferimento (Campos
et al., 2004).

Porém, frutos infectados com C. acutatum e
também feridos durante a inoculagdo apresentaram
a mesma atividade de peroxidases que a testemunha
absoluta, representada por frutos apenas imersos
em agua. Assim, infere-se que as células de magas
infectadas com C. acutatum ndo responderam, por
meio dos seus mecanismos de defesa, a inoculagdo
do patdégeno. Nos tratamentos em que houve apenas
ferimento, por ndo haver o patdgeno, ¢ a consequente
morte do tecido ao redor do local onde foi inserida
a agulha, as células vizinhas podem ter sido capazes
de responder ao dano, o que resultou no aumento
da atividade de peroxidases para o reparo do tecido
lesionado. O tratamento das magads com quitosana,
independentemente ou ndo da inoculagdo com
C. acutatum, ndo alterou a atividade de peroxidases,
em relagdo aos frutos somente imersos em agua.

Conclusoes

1. A suspensdo de quitosana apresenta efeito
antibidtico contra Colletotrichum acutatum, agente
causal da podriddo-amarga da macieira, ¢ reduz
a severidade da doenga nos frutos imersos na
suspensao.

2.A eficiéncia do produto ¢ relacionada a
concentracdo ¢ ao pH; a suspensdo de quitosana a
10 g L' com pH 4 ¢ a melhor combinag@o encontrada.
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