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1 RESUMO

Perdas significativas ocorrem durante 0 armazenamento e a
comercializacdo de uvas de mesa devido, principalmente, a ocorréncia do mofo cinzento
(Botrytis cinerea Pers.:Fr.) e, visando o controle de patégenos emprega-se, geralmente, o
dioxido de enxofre (SO,). Diante da restri¢do crescente ao uso de produtos quimicos em pds-
colheita, tem ocorrido considerdvel interesse em métodos alternativos de controle. Este
trabalho teve como principal objetivo avaliar os efeitos dos agentes bidticos (Lentinula edodes
(Berk.) Pegler e Agaricus blazei (Murril) ss. Heinem) e abioticos (quitosana, &cido acético e
irradiacdo UV-C), possiveis indutores de resisténcia, na prote¢do de uva ‘Italia’ pés-colheita
contra B. cinerea. In vivo, avaliou-se o efeito direto e indireto dos agentes de controle através
do tratamento dos cachos de uva, antes e apds a inoculagdo com o patdgeno. Utilizaram-se
extratos aquosos dos cogumelos A. blazei (linhagem ABL 29) e L. edodes (linhagem LED 17)
nas concentracgoes de 0,0; 2,5; 5,0; 10,0; 20,0 ou 40,0 % (v/v); quitosana nas concentracdes de
0,00; 0,25; 0,50; 1,00; 1,50 e 2,00 % (v/v); vapor de acido acético a 0,0; 2,6; 5,2; 10,5 ou 21,0
mg.L™ e; irradiagdo UV-C (254 nm) nas doses de 0,00; 0,84; 1,30; 2,40; 3,60; 4,80 e 7,50
kJ.m™. Para inoculacdo, em cada cacho foram feridas 10 bagas, fazendo-se um furo por baga

de £2 mm de profundidade, procedendo-se em seguida, a aspersdo da suspensao de conidios



(+10° conidios.mL™) de B. cinerea. Ap6s os tratamentos, os cachos foram mantidos a 25+1°C
/ 80-90 % UR; quando avaliagdes de incidéncia e severidade foram realizadas diariamente,
além de analises fisicas e fisico-quimicas da uva. Avaliagdes in vitro do efeito dos agentes de
controle sobre o patégeno também foram realizadas analisando-se o crescimento micelial e a
germinacdo dos conidios de B. cinerea. Os resultados mostraram que os extratos de A. blazei e
L edodes ndo controlaram a podridao causada por B. cinerea em uva ‘Italia’, quando aplicados
apos a inoculacdo. No entanto, quando aplicado 96 h antes da inoculacdo, o extrato de A.
blazei (5 %) reduziu a severidade da podriddo nas uvas, porém, ndo de modo significativo.
Quanto a solucdo de quitosana, nas concentracdes de 1,5 e 2,0 % (v/v), quando empregada
apos a inoculacdo com B cinerea, a mesma reduziu significativamente o indice de doenca; no
entanto, quando os cachos foram tratados antes da inoculagdo, ndo houve efeito significativo
do tratamento sobre o desenvolvimento da doenca. O vapor de &cido acético controlou a
podriddo de B. cinerea em uva, tanto em cachos previamente inoculados, como em cachos
inoculados apds o tratamento, sendo as uvas inoculadas ap6s 48 h do tratamento, as que
apresentaram menor indice de doenca. Quanto a irradiacdo UV-C, observou-se uma tendéncia
de reducdo no desenvolvimento de B. cinerea nos cachos tratados com as menores doses.
Contudo, a irradiagdo UV-C acarretou bronzeamento nos cachos de uva. Nos ensaios in vitro,
ambos o0s extratos dos cogumelos estimularam a germinacdo dos conidios de B. cinerea nas
concentracdes testadas; quanto ao crescimento micelial, L. edodes retardou, enquanto A. blazei
estimulou. A solucdo de quitosana, nas maiores concentragdes, suprimiu o crescimento
micelial do patégeno e retardou a germinacdo dos conidios. Por sua vez, o &cido acético
suprimiu a germinacdo dos conidios e inibiu o crescimento micelial de B. cinerea. A
porcentagem de germinacdo dos conidios, irradiados com diferentes doses de UV-C, foi
inferior & testemunha. A avaliacdo do efeito da irradiacdo UV-C sobre o crescimento micelial
de B. cinerea revelou que, assim como no teste de germinacéo dos conidios, a UV-C mostrou
retardar o crescimento do fungo. De todos os agentes estudados, quitosana e &cido acético
mostraram-se 0s mais promissores no controle do mofo cinzento, merecendo continuidade nas

pesquisas e investiga¢des quanto a inducdo de mecanismos de resisténcia em uvas.
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2 SUMMARY

Significant losses of table grapes occur during storage and
commercialization due mainly to the occurrence of gray mold (Botrytis cinerea Pers.:Fr.), and
sulfur dioxide (SO;) is frequently used to control such pathogens. Due to increasing
restrictions on the postharvest use of chemical products, considerable interest in alternative
control measures has arisen. The main objective of this study was to evaluate the effects of
biotic (Lentinula edodes (Berk.) Pegler and Agaricus blazei (Murril) ss. Heinem) and abiotic
(chitosan, acetic acid and UV-C irradiation) agents as possible resistance inducers in ‘Italia’
grapes, aimed at post-harvest protection against B. cinerea. The direct and indirect effects of
these control agents were evaluated in vivo by treating bunches of grapes before and after
inoculation with the pathogen. Aqueous extracts of the mushrooms A. blazei (strain ABL 29)
and L. edodes (strain LED 17) were used in the concentrations of 0.0; 2.5; 5.0; 10.0; 20.0 and
40.0 % (v/v); chitosan at 0.00; 0.25; 0.50; 1.00; 1.50 and 2.00 % (v/v); acetic acid vapor at 0.0;
2.6; 5.2; 10.5 and 21.0 mg.L™* and UV-C (254 nm) irradiation at doses of 0.00; 0.84; 1.30;
2.40; 3.60; 4.80 and 7.50 kJ.m™. For inoculation, 10 grapes in each bunch were injured by

piercing the grape to a depth of +2 mm, followed by spraying with the inoculum of B. cinerea



conidia (+10° conidia.mL™). After the treatments, the bunches were kept at 25+1°C / 80-90 %
RH, carrying out daily evaluations of disease incidence and severity, as well as physical and
physical-chemical analyses of the grapes. In vitro evaluations of the effect of the control
agents were also carried out based upon mycelial growth and germination of B. cinerea
conidia. The results showed that the extracts of A. blazei and L. edodes failed to control
deterioration by B. cinerea in ‘Italia’ grapes when applied after inoculation. However, the A.
blazei extract (5 %) reduced the severity of the deterioration of the grapes when applied 96 h
before inoculation, although not to a significant extent. When applied after inoculation with B.
cinerea, 1.5 and 2.0 % (v/v) solutions of chitosan significantly reduced the occurrence of the
disease, although when applied before inoculation, there was no significant effect on the
development of the disease. The acetic acid vapor controlled deterioration of grapes by B.
cinerea both in bunches inoculated before treatment and in those inoculated after treatment,
those inoculated 48 h after treatment presenting the greatest resistance. Smaller doses of UV-C
irradiation showed a tendency to reduce the development of B. cinerea in bunches of grapes,
but UV-C irradiation led to browning of the bunches of grapes. In the in vitro trials, both
extracts of mushroom stimulated germination of the B. cinerea conidia at the concentrations
tested, whereas with respect to mycelial growth, L. edodes delayed growth but A. blazei
stimulated it. The higher concentrations of chitosan suppressed mycelial growth of the
pathogen and retarded germination of the conidia, whilst acetic acid suppressed germination of
the conidia and prevented mycelial growth of the B. cinerea colonies. The percent germination
of conidia in samples irradiated with the different doses of UV-C was always lower than in the
non-treated samples. With respect to the effect of UV-C on the mycelial growth of B. cinerea
colonies, the evaluation showed that, as in the case of conidia germination, UV-C retarded
colony growth. Of all the agents studied, chitosan and acetic acid were shown to be the most
promising on the control of gray mold, suggesting the need to continue research and

investigation into the induction of resistance mechanisms in grapes by these agents.

Keywords: Vitis vinifera L., gray mold, induced resistance, Lentinula edodes, Agaricus blazei,

chitosan, acetic acid, UV-C irradiation, control.



3 INTRODUCAO

Em 2002, o Brasil produziu aproximadamente 1,1 milhdo de toneladas
(t) de uva em uma area de 65,5 mil hectares (ha), perfazendo uma produtividade de 17 t/ha. A
regido Sul é a maior produtora nacional de uvas, com cerca de 690 mil t no ano de 2002,
correspondente a 63% da producdo nacional, seguida pelas regides Sudeste (20%) e Nordeste
(17%) (AGRIANUAL, 2003).

Na regido Sudeste, representada, principalmente, pelo estado de Séo
Paulo, ha predominancia no cultivo de uvas de mesa. Do total produzido, as uvas finas de
mesa perfazem 65%, representadas pelas cultivares Italia e Rubi, as quais sdo cultivadas
principalmente na regido Sul do estado, nos municipios de S&o Miguel Arcanjo, Pilar do Sul e
Buri, constituindo a zona produtora mais importante (POMMER; MAIA, 2003; MELLO,
2003). A cultura cresceu muito nos ultimos anos nas regides Oeste e Noroeste do estado de
Sdo Paulo, destacando-se a regido de Jales/SP, com producdo de uvas ‘ltdlia’ e ‘Rubi’
(TERRA, 1998).

Em nivel nacional, no periodo de 1991 a 1999, obteve-se uma taxa de
crescimento nas exportacdes de uva de 180%, gracas a expansao da viticultura de mesa nas
regides Sudeste e Nordeste (POMMER; MAIA, 2003). Os principais paises de destino da uva



brasileira sdo: Paises Baixos, Reino Unido, Alemanha, Bélgica, Canad4, Estados Unidos,
Argentina e Uruguai. Quanto as cultivares exportadas, a uva ‘Italia’ destaca-se como a mais
vendida, seguida pela ‘Red Globe’, ‘Rubi’ e ‘Benitaka’ (AMARO, 2002).

Atualmente, a apirenia € uma das caracteristicas mais desejaveis para
0 mercado de uva in natura, uma vez que uvas sem sementes alcangam precos mais elevados
que as uvas tradicionais com sementes. Em termos comerciais, as areas plantadas sdo ainda
insignificantes, quando comparadas as demais cultivares com sementes, entretanto, com
perspectivas de expansdo muito rapida, em virtude do grande niumero de vinhedos implantados
com uvas sem sementes nos Gltimos anos, principalmente na regido Nordeste (LEAO, 2000).

O Brasil possui vantagens comparativas que, no caso da uva, se
resumem na possibilidade de producdo durante todo o ano, permitindo que o produto brasileiro
possa ser exportado durante alguns meses, quase sem concorréncia. Embora as uvas de mesa
possam ser armazenadas por longos periodos, apresentam maiores dificuldades de
conservacdo quando comparadas a outras frutas, devido a sua alta suscetibilidade a
desidratacdo; aos danos mecénicos originados na colheita, manuseio ou transporte e; ao
desenvolvimento de fungos causadores de podriddes (MORALES, 1984; GONZALEZ et al.,
2003). Se estes fatores de deterioracdo ndo forem bem controlados, o potencial de conservagao
diminui e as perdas tornam-se significativas (BENATO, 2002).

Nas condic¢des de armazenamento requeridas pelas uvas de mesa, com
alta e constante umidade relativa, assumem particular gravidade os prejuizos causados pelas
podriddes. O desenvolvimento de fungos durante o armazenamento e transporte € a maior
causa de perdas pos-colheita (MARQUENIE et al., 2002), sendo Botrytis cinerea Pers.:Fr.,
agente causal do mofo cinzento, o de maior incidéncia (NELSON; AHMEDULLAH, 1976;
BULIT; DUBOS, 1990; LICHTER et al.,, 2002; LYDAKIS; AKED, 2003b), podendo
desenvolver-se, ainda que lentamente sob condi¢des de baixa temperatura de armazenamento
(ALVAREZ; VARGAS, 1983). Além deste patdgeno, que é considerado o principal causador
de doencas na pos-colheita, outros podem ocorrer como Colletrotrichum gloeosporioides,
Alternaria alternata, Rhizopus sp., Melanconium fuligineum, Lasiodiplodia theodromae (syn.
Botryodiplodia), Penicillium sp., Aspergillus sp., Cladosporium sp. e leveduras (PEARSON;
GOHEEN, 1990; SNOWDON, 1990; BENATO et al., 1998; GONZALEZ et al., 2003).



Por melhor que seja o tratamento fitossanitario efetuado no campo, o
mesmo nado é suficiente para dispensa-lo na pos-colheita (ZOFFOLI et al., 1999). Por essa
razdo, o SO, geralmente é empregado no controle das podriddes de pos-colheita de uvas de
mesa combinado ao armazenamento sob baixas temperaturas (BULIT; DUBOS, 1990;
SHOLBERG et al., 1996; ZOFFOLI et al., 1999; ZAHAV!I et al., 2000). Porém, dependendo
da cultivar, temperatura e umidade de armazenamento, entre outros fatores, o SO, pode
apresentar diferencas quanto a eficiéncia e aos niveis de residuo, cujo limite de toleréncia é de
10 pg.g™ (FDA, 2003).

De acordo com Auger (1989), o maior problema em se utilizar o SO,
como erradicante de B. cinerea é a proximidade entre as concentracdes capazes de provocar
toxicidade as uvas e as requeridas para o controle do patdgeno. Altas concentragcdes de SO,
podem causar danos aos cachos, como branqueamento e flavor desagradavel (AL-BACHIR,
1998; ZAHAVI et al., 2000; LYDAKIS; AKED, 2003a).

Desde a década passada, a énfase em protecdo de frutos pds-colheita
contra podridées tem sido desviada do uso de produtos quimicos para varias técnicas
alternativas de controle, que garantam a seguranca do produto e ndo coloquem em risco a
salde das pessoas, como 0 uso de compostos naturais (SHOLBERG et al., 1996;
ROMANAZZI et al., 2002) e tratamentos fisicos (NIGRO et al., 1998), minimizando ou
substituindo o uso de fungicidas e, prolongando o periodo de conservagao dos frutos.

Uma nova estratégia para contornar este problema consiste no
desenvolvimento de alternativas visando manter ou aumentar a resisténcia natural dos frutos
(GONZALEZ et al., 2003), com a utilizacdo de métodos de controle que possuam mecanismos
que promovam a inducdo de resisténcia nos tecidos a microrganismos. A identificacdo de
compostos de defesa naturais, envolvendo a sintese de fitoalexinas, tem sido descrito como um
dos mecanismos mais importantes para a resisténcia de uvas, em resposta a infec¢bes ou
outros estresses como irradiagdo UV-C e produtos quimicos (GONZALEZ et al., 2003).
Muitas pesquisas vém sendo divulgadas sobre os efeitos de agentes biodticos e abioticos
aplicados em pds-colheita na indugdo de mecanismos de resisténcia em frutos colhidos, como
por exemplo, Candida saitoana em mac¢d (CAPDEVILLE et al., 2002), quitosana e irradiacéo
UV-C em uva (NIGRO et al., 1998; ROMANAZZI et al., 2002), entre outros. Inclusive,



encontram-se produtos em uso no comércio internacional que exploram 0s mecanismos de
resisténcia da planta, dentre os quais temos o Oryzamate® (probenazole), Elexa® (quitina
deacetilada), Bion® (acibenzolar S-metil ou BTH), Messenger® (harpina, uma proteina
produzida por Erwinia amylovora) e Oxycom™, (mistura de nutrientes e acido paracético);
dentre estes 0 Unico que tem registro no Brasil € o Bion® (CARDOSO FILHO, 2003).

Neste contexto, este trabalho teve como objetivo avaliar o efeito de
agentes bidticos e abidticos, possiveis indutores de resisténcia, na protegdo de cachos de uva
‘Italia’ pos-colheita, contra 0 mofo cinzento (B. cinerea) e, o efeito de controle dos agentes

sobre o patdgeno in vitro.



4 REVISAO BIBLIOGRAFICA

Esta revisdo enfoca o uso de métodos alternativos no controle de
Botrytis cinerea Pers.:Fr., com énfase aqueles que sdo relatados como possiveis indutores de
resisténcia em frutos pés-colheita, além dos aspectos relacionados a fisiologia e patologia pos-

colheita de uvas de mesa.

4.1. Aspectos da pés-colheita de uvas de mesa (Vitis vinifera)

A uva é uma fruta ndo climatérica, com baixa taxa respiratoria (5 a 10
mg CO,.kgh.h?, & 5°C) e muito baixa producdo de etileno (<0,1 pL.kg™.h™, & 20°C). Por
apresentar baixa sensibilidade ao chilling injury (dano pelo frio), pode ser armazenada a 0°C e
95 % de umidade relativa por longo periodo (KADER, 1992). Assim como outras frutas ndo
climatéricas, a uva ndo amadurece apés ser colhida; por isso, recomenda-se a colheita ao
atingir um estadio 6timo de consumo quanto a aparéncia, aroma, sabor e textura (HEDBERG,
1979; NELSON, 1984a; KANELLIS; ROUBELAKIS-ANGELAKIS, 1993), que ocorre

quando a maturacdo de colheita coincide com a maturacdo de consumo. As uvas alcancam o
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limite de armazenamento, quando adquirem cor opaca, perdendo firmeza e tornando-se
flacidas. Estas condicOes sdo resultantes de processos tais como respiracdo e transpiracao, os
quais sdo afetados pela temperatura e umidade relativa, maturidade da uva, cultivar e periodo
de armazenamento (HEDBERG, 1979). Considerando a baixa taxa respiratoria da uva, a perda
de massa é definida principalmente pela desidratacdo dos cachos, sendo 0 mais importante
processo fisioldgico, em termos de qualidade, a afetar o periodo de armazenamento das uvas
de mesa (CARVAJAL-MILLAN et al., 2001).

O indice de maturacdo mais usado para definir o ponto de colheita das
uvas € o contetdo de sélidos sollveis (°Brix) das bagas (GORGATTI NETTO et al., 1993;
KANELLIS; ROUBELAKIS-ANGELAKIS, 1993), empregando-se para leitura um
refratbmetro manual. O minimo requerido varia com a cultivar, regido de cultivo e o destino
da uva. Em normas internacionais de comercializacdo, o teor minimo de sélidos solUveis para
uvas de mesa pode variar de 14,0 a 17,5 °Brix, dependendo da cultivar e das condicGes de
cultivo (NELSON, 1984a; ABARCA,; LIZANA, 1987; KADER, 1992; GORGATTI NETTO
et al., 1993; CARVAJAL-MILLAN, et al., 2001). Na regido do Vale do S&o Francisco, a
concentracdo média, medida no campo, deve ser superior a 15 °Brix, enquanto que em S&o
Miguel Arcanjo/SP, o teor de sélidos sollveis deve estar acima de 14 °Brix (GORGATTI
NETTO et al.,, 1993). Resultados apresentados por Ruffner et al. (1976) confirmam a
influéncia da temperatura de cultivo nos niveis de acidez e no teor de solidos sollveis das
bagas. Mas ndo € apenas a temperatura que afeta as caracteristicas dos cachos, as chuvas e a
irrigacdo também exercem grande influéncia, principalmente, na constituicdo quimica das
bagas. O regulamento técnico de classificacdo brasileira para uvas finas de mesa (IN
SARC/MAPA n° 001, de 01/02/2002), considera o minimo de 14 °Brix, aferido pelo
refratdmetro. Recomenda-se para anélise de solidos solUveis que a amostra seja composta pelo
suco de quatro bagas: uma da parte superior, duas da parte mediana e uma da parte inferior do
cacho (MAPA, 2003). Este padrdo de amostragem das bagas para anélise da composicéo
quimica da uva € adotado pelos exportadores chilenos (ASSOCIACION DE
EXPORTADORES DE CHILE, 1997).

Glicose e frutose, que constituem 99 % ou mais dos agucares
presentes no suco da uva (RUFFNER, 1982) e de 12 a 27 % do peso da matéria fresca das
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bagas maduras, representam uma grande proporcao dos solidos solveis. Quanto a acidez, as
uvas sao constituidas principalmente dos acidos malico e tartarico, perfazendo juntos um total
de 90 % ou mais da acidez titulavel (KANELLIS; ROUBELAKIS-ANGELAKIS, 1993).

Juntos, os agUcares e 0s acidos sdo 0s mais importantes constituintes
do sabor da fruta e a determinacdo da relacdo solidos solUveis/acidez titulavel (ratio) é que
melhor define o grau de maturacdo das uvas. Durante 0 processo de maturacdo, o0 teor de
solidos solUveis aumenta e o de &cidos orgénicos diminui (CARVALHO; CHITARRA, 1984).

Nelson (1984a) cita que o padrdo de qualidade da Califérnia
estabelece que, com excegédo das cultivares Thompsom Seedless e Perlette, a uva pode ser
considerada madura, quando o suco apresentar um teor de sélidos solUveis/acidez titulavel
igual ou superior a 20:1 (ratio). Assim também, de acordo com as normas chilenas, a cultivar
que ndo apresentar o nivel minimo de solidos soltveis na colheita, deve satisfazer ao ratio de
20:1 (ASSOCIACION DE EXPORTADORES DE CHILE, 1997). Esta relacdo se torna mais
importante em cultivares com elevada acidez. Segundo Abarca e Lizana (1987), a
aceitabilidade quanto ao sabor aumenta conforme aumenta o conteddo de sélidos sollveis e a
relacdo solidos sollveis/acidez tituldvel. A norma brasileira ndo leva em consideracdo esta
relacdo (ratio) para classificacdo das uvas finas de mesa (IN SARC/MAPA n° 001, de
01/02/2002) (MAPA, 2003).

Outros compostos quimicos também sdo responsaveis por varias
caracteristicas da uva, cabendo ressaltar a importancia dos ésteres volateis, responsaveis pelo
aroma caracteristico da fruta; dos compostos fendlicos (taninos), responsaveis pela
adstringéncia e, das antocianinas, que conferem cor as uvas tintas (KANELLIS;
ROUBELAKIS-ANGELAKIS, 1993). O conteudo de carotendides diminui acentuadamente
durante a maturacdo da uva, coincidindo com o periodo no qual os flavondides séo
acumulados (RAZUNGLES et al., 1988).

A temperatura adequada para conservacdo poés-colheita da uva
depende da cultivar e do periodo durante o qual se pretende conserva-la. Apds passar por um
processo de resfriamento rapido (3 a 4°C), visando a eliminacdo do calor de campo, a fruta é
armazenada sob condi¢Bes de temperatura na faixa de seguranca de 1 a 3°C e de umidade

relativa do ar de 95 % (CHOUDHRY, 2000). Ha trés razdes para explicar porque as uvas de
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mesa devem ser resfriadas rapidamente logo apds a colheita: minimizar a perda de agua,
retardar o desenvolvimento de podridBes e, reduzir a taxa respiratoria; tudo isso visando
manter a qualidade da fruta por mais tempo (NELSON, 1984b). Laszl6 et al. (1981)
verificaram um aumento nos danos causados por SO, (branqueamento) e da podridao causada
por Botrytis em uvas onde o resfriamento foi atrasado.

Takeda et al. (1983) ndo verificaram mudancgas nos valores de sélidos
solaveis, acidez titulavel e pH em uvas ‘Muscadine’ armazenadas a 20°, 4,5° ou 0°C. Mas, as
doencas aumentaram rapidamente nas uvas mantidas sob temperatura mais alta.

As maiores perdas pds-colheita sdo devido a ocorréncia de manchas,
perda de agua e deterioracdo, que determinam a vida pds-colheita e a forma de preservagdo
das uvas de mesa (SNOWDON, 1990; KANELLIS; ROUBELAKIS-ANGELAKIS, 1993). Se
os cachos forem manuseados incorretamente, perdem a protecdo natural dada pela cera
(pruina), presente na epiderme das bagas (SNOWDON, 1990). A espessura e a rigidez da
epiderme sdo fatores que contribuem para a resisténcia das uvas de mesa aos danos causados
pelo manuseio durante a colheita, embalagem, transporte e armazenamento (KANELLIS;
ROUBELAKIS-ANGELAKIS, 1993). E importante ressaltar que, embora ndo possuam mais
estbmatos quando maduras, a perda de agua ocorre basicamente através das lenticelas
presentes na epiderme das bagas e através da raquis (ASSIS; LIMA FILHO, 2000). Se os
cachos permanecerem em condi¢cOes de alta temperatura e, principalmente, baixa umidade
relativa, pode ocorrer a desidratacdo e o escurecimento da raquis, isso contribui para reduzir a
vida poés-colheita das uvas, pois, além de afetar a aparéncia dos cachos, a desidratacdo da

raquis favorece a degrana.

4.2 Aspectos do patogeno (Botrytis cinerea)

A doenca pos-colheita causada por B. cinerea representa um dos
fatores mais limitantes durante o armazenamento prolongado de frutas e hortalicas (EL
GHAOUTH et al., 1994). Considerado um fungo polifago, B. cinerea é patogénico a uma
ampla gama de hospedeiros, incluindo frutas, hortalicas e plantas ornamentais (MAROIS;
LUVISI, 1992; GHINI, 1996; REBORDINOS et al., 1996; JALIL et al., 1997; LEROUX et
al., 1999; CHARDONNET et al., 2000; REDDY et al., 2000; BARALDI et al., 2002;
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KELLER et al., 2003; GONZALEZ et al., 2003), nos quais causa perdas de importancia
econbmica, ndo apenas no campo, mas também durante o transporte e armazenamento
(ROSSLENBROICH; STUEBLER, 2000). Estudos epidemioldgicos sdo dificeis devido a
variabilidade genética dentro desta espécie (CHARDONNET et al., 2000). O fungo apresenta
grande capacidade reprodutiva, facil disseminacdo pelo vento, ampla adaptagdo térmica e
secreta enzimas pectinoliticas que degradam as paredes celulares (JALIL et al., 1997). No
campo, o fungo infecta principalmente os cachos, atacando folhas e outras partes com menor
frequéncia (LANGCAKE, 1981). Dados de Holz et al. (2003) mostraram que B. cinerea
ocorre predominantemente em cachos e esta associado principalmente a base das bagas e ao
pedicelo.

Em 1866, de Bary descobriu a conexdo genética entre B. cinerea e o
ascomiceto  Botryotinia fuckeliana (de Bary) Whetzel, sua fase teleomorfica
(ROSSLENBROICH; STUEBLER, 2000). A doenca provoca sérias redu¢des gquantitativas e
qualitativas sobre a producdo de uvas, ocasionadas pela queda prematura dos cachos, devido
ao apodrecimento do pedunculo, ou pelo dano direto nos cachos, correspondente ao
murchamento das bagas (KIMATI; GALLI, 1985; BULIT; DUBOS, 1990).

B. cinerea é o microrganismo de maior incidéncia em uvas de mesa na
fase de pods-colheita (BULIT; DUBOS, 1990; DIAS et al, 1998; ZAHAVI et al., 2000;
LICHTER et al., 2002; LYDAKIS; AKED, 2003b; GONZALEZ et al, 2003) e, geralmente se
desenvolve a partir do inoculo presente internamente nas bagas infectadas durante o
florescimento (LATORRE, 1984; SNOWDON, 1990; HANKE, 1997), causando perdas
significativas, em todas as regiGes produtoras do mundo. Pode ocorrer no campo e causar
danos, mas em geral, é na fase de armazenamento que o patégeno € mais agressivo, 0 que 0
caracteriza como um grave problema para as uvas armazenadas. De acordo com Gonzalez et
al. (1993) e Tavares et al. (2000), em condi¢des favoraveis ao desenvolvimento da doenga, as
perdas chegam a mais de 50 % nas cultivares mais suscetiveis, com cachos mais compactos,
principalmente quando periodos prolongados de umidade antecedem a colheita.

Este fungo cresce em quase todas as faixas de temperatura em que a
uva € manuseada, mas seu crescimento é reduzido a medida que a temperatura diminui
(NELSON, 1984b). Assim, a agressividade deste patdgeno se explica, porque nédo so sobrevive

em temperaturas de 0°C, como também pode causar infeccdes nesta temperatura. Embora as
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baixas temperaturas constituam um fator determinante na patogenicidade do fungo, sob tais
condicdes, B cinerea cresce com menor velocidade (JALIL et al., 1997; HANKE, 1997).

De acordo com o dicionério de fungos publicado em 1995, B. cinerea
pertence aos fungos chamados de mitospéricos (HAWKSWORTH et al., 1995). Caracteriza-se
por possuir conidioforos longos (1 a 3 mm), delgados, hialinos ou pigmentados, ramificados,
com células terminais alargadas ou esféricas, de onde saem os cachos de conidios em um curto
esterigma. Os conidios com dimensfes de 10-12 um de comprimento e 8-10 um de largura séo
unicelulares, multinucleados, ovoides, globosos ou elipticos, lisos, hialinos ou levemente
acinzentados, formando uma massa de coloracdo tipica, acinzentada; o micélio, com hifas
septadas, ramificadas, de coloracdo oliva amarronzado, com 11 a 23 um de didmetro pode
penetrar diretamente através das células epidérmicas do tecido vegetal, sendo que anastomoses
entre as hifas sdo frequentemente observadas. A sobrevivéncia do patégeno ocorre com a
formacdo de uma estrutura espessa, escura e discoide, com tamanho de 2-4 x 1-3 mm,
chamada esclerodio, formada por aglomeracdo de hifas; B. cinerea pode também produzir
microconidios (2 a 3 um de didmetro) que sdo hialinos e unicelulares, formados em cadeias e
embebidos em mucilagem (BARNETT; HUNTER, 1972; GALLOTTI; GRIGOLETTI
JUNIOR, 1990; BULIT; DUBOS, 1990; HURTADO; MARTINEZ, 1996; CALDARI
JUNIOR, 1998; PAUL et al., 1998). Este fungo pode sobreviver parasiticamente, causando
mofo cinzento, mas também saprofiticamente em tecido necrotico, senescente ou morto
(BARNETT; HUNTER, 1972; BULIT; DUBOS, 1990; HURTADO; MARTINEZ, 1996;
ROSSLENBROICH; STUEBLER, 2000; HOLZ et al.,, 2003). Em meio BDA (batata-
dextrose-agar), B. cinerea produz coldnia espessa, cotonosa e de coloracdo acinzentada
(PAUL et al., 1998).

Segundo Nelson (1956), o conidio de B. cinerea pode produzir mais
de um tubo germinativo, de aproximadamente 150 um de comprimento e, em seguida, 0
apressorio é formado. O apressorio produz um peg de infeccdo ou hifa infectiva que rompe a
cuticula dos frutos de forma mecénica. Apds a penetracdo, ha crescimento lateral do micélio
entre as 5-8 primeiras camadas de células mais externas da epiderme. As hifas produzem

pectinases que degradam a pectina intercelular.
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A epiderme das bagas € a principal protecdo contra a infec¢do por
Botrytis. Entdo, qualquer pratica quimica ou cultural que altere as caracteristicas da epiderme
pode alterar a resisténcia da baga a infeccdo (MAROIS et al., 1992). Marois et al. (1987)
verificaram que a aplicacdo de adjuvantes em bagas de uva aumentou significativamente a
doenca causada por B. cinerea, sugerindo que o possivel mecanismo para o aumento do indice
de doenca seja a ruptura da camada de cera epicuticular, presente nas bagas.

O fungo produz no interior do 6rgédo atacado hifas que, ao destruirem
o tecido parasitado, exteriorizam-se produzindo conidiéforos com conidios que inicialmente
s&0 brancos e aos poucos adquirem cor cinza que é tipica da doenca (PEREZ MARIN, 1998).

A doenca caracteriza-se por produzir manchas circulares arroxeadas
nas bagas, nas quais, as células mortas e maceradas, posteriormente, tornam-se pardas em uvas
brancas, sendo nas uvas tintas mais dificeis de se observar. Com a evolucdo dos sintomas,
estas manchas ficam deprimidas e a ocorréncia de abundante esporulagdo do fungo d& a
aparéncia de mofo cinzento (LANGCAKE, 1981; KUHN; GRIGOLETTI JUNIOR, 1985;
SNOWDON, 1990; MAROIS; LUVISI, 1992). A epiderme das bagas desprende-se deixando
a polpa da uva exposta. Caso a umidade persista, o fungo afetard mais profundamente a polpa,
emitindo seus drgdos de frutificacdo que podem cobrir total ou parcialmente as bagas (KUHN;
GRIGOLETTI JUNIOR 1985) (Apéndice 1). A doenca também é denominada de piel suelta
(LATORRE, 1984) ou slip skin (BULIT; DUBOS, 1990; SNOWDON, 1990; MAROIS et al.,
1992), por ser caracteristico o desprendimento da cuticula da baga infectada, deixando a polpa
firme exposta (NELSON, 1956). A umidade atmosférica favorece o desenvolvimento de um
mofo esbranquicado, sem esporos (BULIT; DUBOS, 1990; SNOWDON, 1990). O fungo fica
restrito as regides do tecido vegetal que estdo visivelmente doentes e imediatamente ao redor
da lesdo, situacdo caracteristica de fungos necrotréficos (LANGCAKE, 1981).

O fungo pode infectar os cachos em trés diferentes épocas: no
florescimento, na pré e pds-colheita. A infeccdo durante o florescimento pode provocar o
abortamento das flores, deixando os cachos muito soltos. B. cinerea penetra através de
cicatrizes provocadas pela queda das pecas florais ou por outros ferimentos e, permanece em
estadio de quiescéncia até a maturacdo das bagas, quando o contedo de agUcares alcanca de
10 a 12 % (MCCLELLAN; HEWITT, 1973; LATORRE, 1984; BULIT; DUBQOS, 1990;
SNOWDON, 1990; JARVIS, 1994; PRUSKY, 1996; ZAHAVI et al., 2000). Na pré e pos-
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colheita, as bagas sdo muito suscetiveis e, 0 patdogeno é disseminado pelo simples contato
entre as bagas doentes com as sadias. Na pré-colheita, os insetos também contribuem para a
disperséo do fungo (LATORRE, 1984). De acordo com Keller et al. (2003), as infeccGes
quiescentes causadas por B. cinerea ficam restritas & area do receptaculo em bagas com
tamanho de ervilha, mas na colheita atinge a baga inteira.

A resisténcia dos cachos a doenca durante o estadio de quiescéncia
ainda ndo é profundamente conhecida, mas pode estar ligada a mecanismos passivos de
defesa, tais como a anatomia e a espessura da cuticula das bagas e sua composicdo quimica
(antocianinas e compostos fenolicos) e; ativos como reacGes de suberizagdo, presenca de
proantocianidinas que estdo localizadas na casca das uvas, as quais inibem a agdo de enzimas
maceradoras produzidas pelo fungo e, producéo de fitoalexinas com atividade antiflngica, que
exercem um importante papel na resisténcia das uvas a infec¢do por B. cinerea (BULIT;
DUBOS, 1990; PRUSKY, 1996; DIAS et al., 1998; GOETZ et al., 1999; COERTZE et al.,
2001; HOLZ et al., 2003). O desenvolvimento lento e a inibicdo da penetracdo direta de B.
cinerea em bagas de uva verdes indicam que estas apresentam resisténcia natural ao patdgeno
(PEZET etal., 1991; PEREZ MARIN, 1998).

Com o avango da maturagédo das uvas, ferimentos e aberturas naturais,
ainda que favorecam sua penetracdo ndo sdo considerados necessarios, uma vez que O
mecanismo de infeccdo mais caracteristico do patdgeno é a penetracdo direta das hifas ou
conidios através da epiderme das bagas sadias (BASOALTO, 1979; BULIT; DUBOS, 1990;
MAROIS et al., 1992; COMMENIL et al., 1997; PEREZ MARIN, 1998; COMMENIL et al.,
1999; COERTZE et al., 2001). Coertze et al. (2001) afirmam que embora outros autores
considerem os estdmatos e as microfissuras como sendo 0s sitios primarios para penetracdo do
patdgeno, estudos com conidios isolados mostraram que estas ndo foram as principais portas
de entrada para o patdégeno, mas sim, diretamente.

A penetracdo direta é considerada ser devido a degradacdo enzimatica
da cuticula, particularmente por cutinases, proteinases e/ou poligalacturonases
(REBORDINOS et al., 1996; COMMENIL et al., 1999). Além disso, a perda de turgescéncia
das bagas, por efeito da desidratacdo relacionada com a baixa umidade relativa e a temperatura

de armazenamento, significa uma menor pressdo de turgor nas células cuticulares e,
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consequlientemente, estas resistem menos a pressdo fisica exercida pelo patdégeno ao forcar a
penetracdo (MORALES, 1984; HANKE, 1997).

B. cinerea ocorre nos vinhedos na forma de esclerddios, conidios e
micélio, sendo os conidios responsaveis pela infeccdo primaria (COERTZE et al., 2001). A
sobrevivéncia do fungo se da na forma de hifas, associadas a restos de cultura ou como
esclerodios (estruturas de resisténcia) formados em tecidos doentes. Sob condigdes favoraveis
de umidade e temperatura, os esclerédios germinam dando origem aos conidiéforos que
produzem grande quantidade de conidios, que sdo disseminados pelo vento, respingos de
chuva ou por insetos para os brotos, flores ou cachos de uva (BASOALTO, 1979; LATORRE,
1984; COERTZE et al., 2001). Nos cachos imaturos os conidios permanecem quiescentes até a
maturacdo, quando o fungo reassume o crescimento e dissemina-se rapidamente através das
bagas (GALLOTTI; GRIGOLETTI JUNIOR, 1990; PEREZ MARIN, 1998).

Sob condicBes favoréveis, durante o armazenamento da uva, 0
patdgeno propaga-se de bagas infectadas para outras e, ocasionalmente, para outros cachos.
Em cultivares de cachos muito compactos, as hifas do fungo passam facilmente de uma baga
para outra, tomando rapidamente todo o cacho, causando aparéncia de “ninho” (BASOALTO,
1979; KUHN; GRIGOLETTI JUNIOR, 1985; BULIT; DUBOS, 1990). A dispersdo do
patdgeno através das hifas de uma baga infectada para outra é conhecida como infecgdo de
contato. Normalmente, os conidios ndo sdo tdo importantes no ciclo da doenca durante o
armazenamento como sdo no campo (MAROIS; LUVISI, 1992).

Tanto a temperatura como a umidade relativa tém agdo determinante
sobre a germinacédo dos conidios e nos processos de infeccdo (BASOALTO, 1979). O periodo
de tempo sob condigdes de alta umidade necessario para produzir infeccdo varia com a
temperatura. Temperaturas elevadas normalmente aceleram o secamento das bagas e reduzem
diretamente a germinagdo dos conidios (MAROIS et al., 1992). Uma informagdo importante é
que os conidios de B. cinerea ndo germinam em ambiente com umidade relativa abaixo de 90
% (NELSON, 1951; THOMAS; MAROIS, 1988). Sob condicdes controladas, a velocidade do
vento e a umidade relativa, fatores que influenciam diretamente no potencial evaporativo,
foram importantes no desenvolvimento micelial e na producdo de conidios de B. cinerea
(THOMAS; MAROIS, 1988).
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Os conidios germinam dentro de uma ampla faixa de temperatura que
varia desde 1 até 33°C, ficando a 6tima entre 20 e 23°C. Quando a temperatura atinge 35-38°C,
o0s conidios de B. cinerea ndo germinam e, se a temperatura se mantiver nesse nivel por mais
de dois dias, os mesmos morrerdo. A infeccdo ocorre apds um periodo de 15 h numa faixa de
temperatura 6tima de 15 a 20°C, na presenca de umidade relativa superior a 90 %; a 1,7°C, a
infeccdo ocorre ap6s 72 h (NELSON, 1951; WINKLER, 1970; BASOALTO, 1979; BULIT,;
DUBOS, 1990; CATALUNA, 1991; JALIL et al., 1997). Os esclerodios podem germinar a
temperaturas variaveis de 3 a 27°C formando os conidioforos, que carregam em suas
extremidades os conidios (BULIT; DUBQOS, 1990; RIBEIRO, 2000).

As hifas também sdo capazes de desenvolver-se em baixas
temperaturas. O crescimento micelial € nulo entre =1 e 0°C, com 6timo de 15 a 28°C. A
temperatura minima para ativacdo do crescimento micelial foi de 3,8 e 3,9°C e, as taxas de
crescimento 6timas foram 0,437 cm®h™ a 20,5°C e 0,262 cm®.h™ a 20,2°C, para B. cinerea de
tomate e uva, respectivamente; sendo que a temperatura maxima inibitéria para ambos o0s
isolados foi de 35°C (JALIL, et al., 1997).

Moyano e Melgarejo (2002) investigando a sobrevivéncia de B.
cinerea em solo esterelizado ou ndo, verificaram que os conidios sobreviveram por apenas sete
dias a 40°C, mas, dependendo da umidade relativa, de 30 a 90 dias a 22°C.

Savage e Sall (1984) afirmam que B. cinerea desenvolve-se na
auséncia de agua livre, protegido no interior do cacho, porém, a menor variacao climatica
(temperatura e umidade) e radiacdo solar podem influenciar na habilidade e progresso do
patdgeno, dai a importancia do manejo da cultura com podas, de modo a favorecer a radiagdo
interna e a ventilacdo do parreiral.

Em 1996, Spotts e Holz verificaram que conidios de B. cinerea
aderem mais fortemente nas bagas quando aplicados em suspensdo aquosa ou na superficie
umida de bagas de uvas do que quando aplicados na superficie seca. Neste sentido, ferimentos
liberam suco celular no sitio de infeccdo, criando condicdes favoraveis para a hidratacdo dos
conidios, 0 que pode aumentar a oportunidade de adesdo e infeccdo pelo patdgeno. Nestas
condicdes, os conidios podem germinar em menos de 2 h (SPOTTS; CERVANTES, 2001).

Periodos menores que 15 min de &gua livre sdo suficientes para

interromper a germinacdo dos conidios. Para germinar, 0s conidios de B. cinerea requerem
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agua livre e nutrientes, ao contrario do que se pensava, onde apenas umidade relativa elevada
era suficiente para a germinagdo, sendo os agucares simples, como frutose e glicose 0s mais
importantes (MAROIS et al., 1992). Os acucares presentes no exsudado de bagas maduras
aumentam a germinacdo dos conidios, ao contrario do extrato de bagas imaturas, que inibe a
germinacdo (MCCLELLAN; HEWITT, 1973; BASOALTO, 1979). McClellan e Hewitt
(1973) mostraram que extratos aquosos obtidos do polen, estigma e estilete estimularam a
germinag&o e o crescimento do tubo germinativo de conidios de B. cinerea, enquanto o extrato
do tecido de uvas no inicio do desenvolvimento teve efeito inibitorio no crescimento do tubo
germinativo.

Isso justifica o porqué de uvas colhidas no inicio da estacdo de
colheita apresentarem, geralmente, menos podriddo causada por Botrytis do que uvas colhidas
mais tarde, onde a resisténcia ao patdégeno pode estar associada ao contetudo de agUcares e as
chuvas préximas a colheita (WINKLER, 1970; MCCLELLAN; HEWITT, 1973).

O baixo pH das bagas verdes, determinado pela alta concentracéo de
acidos orgéanicos, associado a presenca de fitoalexinas, inibe a germinacao e o crescimento do
tubo germinativo de conidios de B. cinerea, fazendo com que bagas imaturas sejam altamente
resistentes a penetracdo pelo patégeno (PEZET; PONT, 1988; KOCK; HOLZ, 1991). Isso
constitui numa importante base para explicar a quiescéncia de B. cinerea em bagas de uva
quando verdes.

A severidade da doenca aumenta em anos quando ocorrem chuvas
durante a estacdo de cultivo, especialmente proximo a colheita, mas, sérias perdas podem
ocorrer sem umidade. De acordo com Winkler (1970), tempo chuvoso na época da colheita
pode provocar perdas totais em cultivares muito sensiveis, em periodos ndo superiores a duas
semanas. Nestas circunstancias, a infeccdo por Botrytis em bagas de uva comumente ocorre
em cultivares com parreiral denso ou cachos muito compactos (SAVAGE; SALL, 1983;
GUBLER, 1987).

Além das condicdes ambientais, a severidade da doenca esta
condicionada as cultivares, sendo as americanas mais resistentes do que as européias. Ainda, a
compacidade dos cachos é importante, pois a agua persiste muito tempo nas bagas e a
penetracdo de fungicidas é dificultada, promovendo o desenvolvimento de podridfes devido a
formacdo de um microclima favoravel (GALOTTI; GRIGOLETTI JUNIOR, 1990; VAIL;
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MAROIS, 1991). As areas das bagas que entram em contato umas com as outras, em cachos
mais compactos, sofrem modificagdes na estrutura da camada de cera epicuticular e na
cuticula, tornando-as mais suscetiveis a infeccdo. A funcdo da cuticula e da cera epicuticular é
de proteger os cachos contra a desidratacdo, embora, a cera epicuticular exerca também
importante papel na resisténcia das bagas de uva a infeccdo por B. cinerea (MAROIS et al.,
1986; ROSENQUIST; MORRISON, 1989; GALOTTI; GRIGOLETTI JUNIOR, 1990;
COMMENIL et al., 1997). Além disso, a compacidade dos cachos normalmente causa ruptura
das bagas, favorecendo a entrada de microrganismos (MAROIS et al., 1986). Com a
maturidade, as rachaduras na epiderme das bagas em cultivares mais suscetiveis a doenga sdo
mais freqlientes do que em bagas de cultivares menos suscetiveis, tornando-se porta de entrada
para a penetracio das hifas de B. cinerea (COMMENIL et al., 1997).

Snowdon (1990) e Agrios (1997) recomendam pulverizagbes com
fungicidas durante o desenvolvimento dos cachos. Porém, afirmam que racas resistentes a
muitos produtos tém surgido, indicando a combinacédo de diferentes fungicidas visando reduzir
0 surgimento e o estabelecimento de ragas resistentes.

Freqlentes mutacOes, aneuploidia e heterocariose sdo as principais
causas de variabilidade genética em B. cinerea, sendo as mutagdes a principal fonte de
desenvolvimento de isolados ou ragas resistentes a fungicidas (CHARDONNET et al., 2000;
BARALDI et al., 2002). Além disso, variacdes de crescimento e esporulacdo podem ocorrer
em diferentes racas e isolados do patégeno (CHARDONNET et al., 2000). Baraldi et al.
(2002) afirmam que a pressdo de selecdo € exercida por diferentes praticas de manejo e pelo
uso de diferentes fungicidas para o controle de Botrytis no vinhedo. Leroux et al. (1999)
afirmam que a acdo dos fungicidas sobre B. cinerea varia em funcéo da raca do patdgeno.

Deste modo, o controle da podriddo em pos-colheita de uvas de mesa
é indispensavel, devido ao potencial de indculo de Botrytis nos cachos colhidos, pela
impossibilidade de erradicar o patégeno, e a capacidade do microrganismo continuar a se
desenvolver em temperaturas tdo baixas quanto 0°C (AUGER, 1989).

Na pos-colheita importantes medidas de controle incluem, manuseio
cuidadoso, resfriamento imediato e répido, uso de SO, tudo isso combinado com o
armazenamento sob baixas temperaturas, proximas a 0°C. Porém, é importante ressaltar que,

alternativas ao SO, sdo necessérias, principalmente devido ao sulfito ser alérgico para algumas
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pessoas (LICHTER et al., 2002), estando sendo banido, ou restrito para uso em certos
produtos, até mesmo em quantidades limitadas. O sulfito foi considerado causador de reacGes
asmaticas em pessoas sensiveis. Ataques asmaticos sdo seérios e a ingestdo de alimentos
contendo sulfito foi considerada a causa de varias mortes na década de 80 (FAZIO;
WARNER, 1990; FDA, 2003). Em uvas de mesa as preocupacdes por parte dos consumidores
tornam-se crescentes sobre o residuo de SO, no fruto fresco e sobre seu potencial fitotoxico
(LYDAKIS; AKED, 2003a; ADASKAVEG et al., 2002). Justificando-se o fato de ter sido
retirado pelo governo federal dos Estados Unidos da lista dos produtos considerados seguros

(GRAS) como sanitizantes de frutas e hortalicas.

4.3 Inducao de resisténcia

A resisténcia do hospedeiro a um microrganismo patogénico pode ser
definida, sob o aspecto fisioldgico, como a capacidade da planta em atrasar ou evitar a entrada
e/ou a subseqliente atividade do patogeno em seus tecidos (PASCHOLATI; LEITE, 1995;
WURMS et al., 1999; STANGARLIN, 2002). A ativacdo de mecanismos de defesa endogenos
tem sido vista como uma estratégia para a prote¢do de frutos colhidos (EL GHAOUTH et al.,
2003a; EL GHAOUTH et al., 2003Db).

Vérios agentes podem induzir “sinais” no tecido vegetal que
desencadeiam respostas de resisténcia sistémica adquirida (RSA), promovendo uma prote¢édo
duradoura contra uma gama de fitopatdgenos. Estes sinais promovem a ativacdo de
mensageiros secundarios como o acido salicilico e jasmémico, levando a sintese subsequente
de fenilalanina amonia-liase (FAL), peroxidases, proteinas relacionadas a patogénese
(proteinas-RP) e fitoalexinas (RESENDE, 2002; BENATO, 2003b).

Os frutos possuem diferentes mecanismos estruturais e bioquimicos
que podem contribuir para a resisténcia dos mesmos contra patogenos (PASCHOLATI;
LEITE, 1995). A inducdo de resisténcia envolve a ativacdo desses mecanismos de defesa
contra patdgenos que permanecem quiescentes no tecido vegetal através do uso de agentes
bidticos ou abiodticos (COHEN, 1996; ROMEIRO, 1999; ROMEIRO, 2001). A protecdo
induzida é dependente do intervalo de tempo entre o tratamento com o indutor e a subsequente

inoculagdo do patdgeno (tratamento desafiador). Essa dependéncia indica que mudangas no
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metabolismo do fruto, envolvendo a sintese e/ou acimulo de substéncias, sdo importantes para
a resisténcia induzida (STANGARLIN, 2002).

Nas interacBes patdgeno-hospedeiro, o patdgeno utiliza substancias
quimicas (enzimas, toxinas e hormdnios) para atacar o hospedeiro que, através de mecanismos
estruturais e/ou bioquimicos, procura se defender do patdgeno. Embora os mecanismos
bioguimicos e estruturais possam ser subdivididos em pré-formados (passivos, constitutivos) e
pos-formados (ativos, induziveis), os Ultimos é que se mostram de interesse dentro do
fendmeno de inducdo de resisténcia (PASCHOLATI; LEITE, 1995). Compostos pré-
formados, presentes em plantas sadias que podem representar uma barreira quimica as
infeccbes por patdgenos em potencial, sdo chamados de compostos antimicrobianos pre-
formados ou fitoantecipinas. Por outro lado, os compostos sintetizados em resposta ao ataque
de patdgenos ou estresse, como parte da resposta de defesa da planta, sdo chamados
fitoalexinas (OSBOURN, 1999). Compostos antimicrobianos pré-formados ficam retidos
dentro das células vegetais, na sua forma biologicamente ativa ou como precursores inativos
0s quais podem ser prontamente ativados em resposta ao ataque do patégeno (OSBOURN,
1999).

Dependendo da taxa de colonizacdo pelo patégeno e da inducdo dos
mecanismos de defesa, a planta hospedeira podera exibir maior ou menor resisténcia
(ESQUERRE-TUGAYE, 1987). Essa resisténcia as doengas, em muitos casos, € resultado da
ativacdo de mais de um mecanismo de defesa, e esta associada com compostos induziveis que
podem atuar contra microrganismos envolvendo, por exemplo, modificacdes da parede celular
(deposicdo de lignina, extensina, suberina), sintese de peroxidases, producdo de fitoalexinas,
ativacdo de proteinas-RP e reacdo de hipersensibilidade (EBEL, 1986; METRAUX et al.,
1988; DALISAY; KUC, 1995b; ROMEIRO, 1999; HAMMERSCHMIDT, 1999; GOVRIN;
LEVINE, 2000). Dentre estes, a reacdo de hipersensibilidade (RH) é considerada o principal
elemento envolvido na resisténcia das plantas as doencas (DERCKEL et al., 1999, GOVRIN;
LEVINE, 2000; PASCHOLATI; LEITE, 1994; EBEL, 1986; DARVILL; ALBERSHEIM,
1984). Este mecanismo de resisténcia consiste na morte rapida de poucas células ao redor do
sitio de infeccAdo e expressdo de uma série de respostas de defesa para limitar o
desenvolvimento do patdgeno (DERCKEL et al., 1999). Embora a morte de células durante a

RH seja uma estratégia de defesa das plantas, eficiente contra patégenos biotroficos, pode néo
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ser contra a infeccdo por patdgenos necrotroficos como B. cinerea. Pelo contrério, B. cinerea
dispara a reacdo de hipersensibilidade e se alimenta do tecido morto, o que facilita a rapida
colonizacdo do tecido vegetal. Dessa forma, este patdgeno tem tirado proveito dos
mecanismos de defesa do hospedeiro em favor de sua patogenicidade (GOVRIN; LEVINE,
2000).

A contribuigdo da lignificacdo, mecanismo de defesa estrutural pos-
formado, na resisténcia pode ocorrer de diferentes maneiras. Em primeiro lugar, a
incorporacao de lignina junto a parede celular vegetal torna-a mais resistente a degradacao por
enzimas secretadas pelo patdgeno invasor. Paredes celulares lignificadas podem constituir
uma barreira, evitando 0 movimento de nutrientes até o patdgeno. Os préprios precursores de
lignina (Ex.: enzima fenilalanina amonia-liase) podem exercer um efeito tdxico sobre o
patdégeno ou conduzir a lignificacdo de estruturas do patébgeno (HAMMERSCHMIDT; KUC,
1982).

A peroxidase ndo é um composto antifungico, mas pode estar
envolvida na resisténcia de plantas, gerando radicais livres e perdxido de hidrogénio que séo
toxicos a varios microrganismos (DALISAY; KUC, 1995a; RIJ; FORNEY, 1995). Além dessa
enzima, a inducdo da enzima fenilalanina amdnia-liase (FAL), enzima chave na via do &cido
chiquimico que leva a sintese de fendis, fitoalexinas e lignina, associados a resisténcia,
mostra-se importante (EL GHAOUTH et al., 2003a). A atividade da FAL ¢ alta durante os
estadios iniciais de desenvolvimento das bagas de uva, seguida por um rapido declinio
préximo a maturacdo. Em cultivares de epiderme colorida, a atividade da FAL ¢é elevada no
inicio da coloracgdo das bagas, existindo correlacdo entre a atividade da enzima e a intensidade
de cor (KANELLINS; ROUBELAKIS-ANGELAKIS, 1993).

Dentre 0s mecanismos bioquimicos, podemos destacar ainda, as
proteinas constitutivas das plantas ou relacionadas a patogénese (proteinas-RP), as quais sdo
induzidas nos tecidos vegetais em resposta a infeccdo com patégenos, pelo tratamento com
agentes bioticos e abidticos, ou outras situaces de estresse, ou seja, através de reacdes de
defesa (ROMEIRO, 1999; WURMS et al., 1999; NARUSAKA et al., 1999; GUZZO, 2003).
Essas proteinas apresentam como caracteristica a estabilidade em pH baixo (2,8) e altas
temperaturas (60-70° C), resisténcia a acdo de enzimas proteoliticas, estando localizadas no

vacuolo, parede celular e/ou apoplasto. Dentre estas proteinas encontram-se a quitinase e a -
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1,3-glucanase (REBORDINOS et al., 1996; DERCKEL et al., 1999), as quais sdo enzimas
liticas que hidrolisam a quitina e as B-1,3-glucanas, respectivamente, resultando na geracao de
fragmentos de quitina e glucana que podem atuar como eliciadores ndo especificos de
mecanismos de defesa das plantas (METRAUX et al., 1988; LAWRENCE et al., 1996,
WURMS et al., 1999). Essas hidrolases podem estar envolvidas no processo de defesa dos
frutos contra fungos, uma vez que os polimeros citados sdo 0s principais constituintes da
parede celular fangica. As proteinas-RP podem também ocasionar a liberacdo de eliciadores
de fitoalexinas, bem como induzir a sintese de compostos fendlicos (ROMEIRO, 1999). Por
sua vez, plantas transgénicas que expressam genes de quitinase e -1,3-glucanase parecem ser
mais resistentes ao ataque por patdgenos (PORAT et al., 1999). A quitinase pode ser parte dos
mecanismos de defesa que sdo ativados pela infec¢do com patégenos necrotréficos. Quando
presente no fluido intercelular, a quitinase pode entrar em contato com a quitina da parede
celular do fungo e catalisar suas hidrolises, inibindo diretamente o crescimento do patégeno
(METRAUX et al., 1988).

Tendo em vista que a quitina ndo é constituinte da parede celular
vegetal, € provavel que quitinase exer¢a um importante papel na defesa contra patdgenos. Um
papel similar, inequivoco da B-1,3-glucanase ndo é claro, porque componentes da parede
celular tanto dos patégenos como das plantas sdo substratos desta enzima (EBEL, 1986).
Ainda ndo se sabe se 0s niveis constituintes destas enzimas sdo suficientes para suprimir o
desenvolvimento de patdgenos, porém, podem promover uma protecdo satisfatoria se
combinadas a outras formas de defesa (WURMS et al., 1999). Em kiwi, embora a pesquisa
indique que a quitinase pode exercer um importante papel na defesa contra B. cinerea, o baixo
nivel de inducdo e a lenta velocidade de resposta sugerem que este ndo € um mecanismo de
defesa primario (WURMS et al., 1999).

Por sua vez, as fitoalexinas sdo compostos antimicrobianos que
acumulam em decorréncia da agdo de fatores bioticos ou abioticos, pela presenca de
patdgenos, por danos mecanicos ou por disturbios fenoldgicos de diferentes naturezas (EBEL,
1986; PASCHOLATI; LEITE, 1994; PAUL et al., 1998; WURMS et al., 1999; MAGEE;
SMITH, 2002), como por exemplo, congelamento, calor ou irradiagdo UV-C (Darvill &

Albersheim, 1984). Moléculas que sinalizam a producdo destes compostos foram isoladas de
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varios fungos e denominadas como eliciadores (DARVILL; ALBERSHEIM, 1984; EBEL,
1986; PAUL et al., 1998). Muitas, mas nem todas as fitoalexinas sdo compostos fendlicos
(NICHOLSON; WOOD, 2001), lipofilicos, de baixo peso molecular (WURMS et al., 1999;
PASCHOLATI; LEITE, 1995). As fitoalexinas pertencem a diferentes classes quimicas, que
incluem fendis do tipo flavondide (pisatina, faseolina, gliceolina, luteolinidina e
apigeninidina), poliacetilenos (wierona) e isoprenos, incluindo terpendides (rishitina e
gossipol) e esterdides (PASCHOLATI; LEITE, 1995). Esses compostos sdo sintetizados
através de trés caminhos metabdlicos: acetato-mevalonato, acetato-malonato e aceato-
shiquimato (PASCHOLATI; LEITE, 1995; ESQUERRE-TUGAYE, 1987), podendo as
plantas acumular quantidades suficientes para inibir o crescimento de patdgenos (DARVILL;
ALBERSHEIM, 1984). Se é conhecido que as plantas produzem vérias fitoalexinas, a
composi¢do da mistura destes compostos pode depender do agente indutor e do 6rgdo da
planta desafiado; além disso, o tipo e a concentracdo do eliciador utilizado tem pronunciado
efeito ndo s6 na extensdo, mas também no tempo de manutencéo da resposta induzida (EBEL,
1986). O local, a velocidade, e a intensidade na qual esses compostos sdo formados indicam a
resisténcia da planta a infeccdo por patégenos (LANGCAKE, 1981; EBEL, 1986; PEZET et
al., 1991; OSBOURN, 1999).

As fitoalexinas que ocorrem em uva, pertencem a familia dos
estilbenos e tem como maior constituinte o resveratrol (trans 3,5,4’ trihidroxiestilbeno), que é
sintetizado via enzima estilbeno sintetase; sendo que modificacdes em sua base molecular
resultam na producdo de pteroestilbeno (trans 3, 5-dimetoxi-4’hidroxiestilbeno), e viniferinas
(LANGCAKE, 1981; PEZET et al., 1991; BREUIL et al., 1998). Trans-resveratrol foi
detectado pela primeira vez em vinhedo (Vitis vinifera) em 1976 por Langcake e Pryce, onde
verificaram que o composto havia sido sintetizado pelo tecido foliar em resposta a infecgdo
fungica, principalmente B. cinerea, ou estresse ambiental (exposic¢do a luz ultravioleta). Mais
tarde, Pezet et al. (1991) afirmaram que estes compostos sé eram produzidos em folhas e
frutos ap0s exposicao a irradiacdo UV-C ou apds a infecgdo por fungos. Em 2000, Palomino et
al. confirmaram a presenca de resveratrol em bagas de uva em resposta a infeccdo com fungos,
principalmente B. cinerea, e estresse ambiental.

A anélise de resveratrol no tecido da videira é usada como base para a

selecdo de cultivares de uvas resistentes ao fungo B. cinerea, por estar diretamente relacionada



26

com a resisténcia das cultivares (PEZET et al., 1991; DIAS et al., 1998; SBAGHI et al., 1996).
Keller et al. (2003) verificaram que o acimulo de resveratrol ocorreu principalmente apos a
inoculacdo de cachos de uva com B. cinerea no periodo de pré e pleno florescimento, porém
ndo preveniu a infeccdo. A habilidade das flores de acumular estilbenos pode potencialmente
reduzir as infec¢Bes primarias e quiescentes. Os autores sugerem que os estilbenos podem ter
um papel limitado na inibicdo da infeccdo durante o florescimento e na quiescéncia em
cultivares de uva suscetiveis.

Se a producdo de fitoalexinas é importante para a resisténcia as
doencas, € provavel que um rapido acumulo seja mais significante (CREASY; COFFEE,
1988), sendo associado a reacdes de hipersensibilidade (ESQUERRE-TUGAYE, 1987). De
acordo com Wurms et al. (1999), a inducdo de fitoalexinas representa um dos mais rapidos
sistemas de ativacdo genética em plantas e, por isso pode ser importante nos estadios iniciais
de infec¢do, na defesa localizada. A capacidade de sintese de estilbenos no tecido das plantas é
geneticamente determinada, sendo que todos os membros da familia Vitaceae sdo capazes de
produzir estes compostos, mas as cultivares americanas e 0s hibridos interespecificos,
geralmente, apresentam maior capacidade de sintese do que as europeias, que sdo mais
suscetiveis ao patdgeno B. cinerea (KELLER et al., 2003).

O potencial de producdo de fitoalexinas pelas uvas diminui com o
aumento no contetdo de sélidos solUveis nas bagas, assim, o periodo em que as bagas sao
mais suscetiveis as doencas, coincide com o periodo de menor potencial de producdo de
fitoalexinas (CREASY; COFFEE, 1988).

As fitoalexinas sdo tdxicas a fungos e bactérias e, suas propriedades
biocida e biostatica tém sido demostrada (EBEL, 1986; PALOMINO et al., 2000). A acédo das
fitoalexinas sobre fungos resulta em granulacéo citoplasmatica, desorganizagdo do conteudo
celular, ruptura da membrana plasmatica e inibicdo de enzimas. Esses efeitos refletem na
inibicdo da germinagdo e elongacdo do tubo germinativo e, reducdo ou inibicdo do
crescimento micelial (LO et al., 1996).

De modo geral, os niveis de resveratrol na epiderme de bagas de uva
tratadas com fungicidas sistémicos foi maior do que em bagas ndo tratadas, ainda, o conteldo
de resveratrol variou com a cultivar ( MAGEE; SMITH, 2002). Alem do caréater antifngico, o

resveratrol &€ conhecido por apresentar importantes propriedades antioxidantes, podendo
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exercer efeito positivo na conservacdo de uvas durante o armazenamento, além da
possibilidade de prevencdo de doencas cardiovasculares em humanos através do consumo de
vinhos tintos (FREMONT, 2000; PALOMINO et al., 2000; FELICIO et al., 2001).
Conseqlientemente, a aplicacdao exdgena ou 0 aumento enddgeno desta substancia pode reduzir
as perdas em uvas de mesa. Neste sentido, experimentos foram conduzidos, onde a aplicacéo
exogena de resveratrol em diferentes frutos manteve a qualidade pds-colheita (GONZALEZ et
al., 2003). Em uvas, dez dias ap6s o tratamento com 1,6.10™ M de resveratrol em &gua, notou-
se diferenca significativa entre cachos tratados, que mantiveram a qualidade, sem sinais de
mofo cinzento (GONZALEZ et al., 2003). Frémont (2000) e Palomino et al. (2000) afirmam
que esta fitoalexina esta presente na epiderme das bagas de uva, mas ndo na polpa. Uvas
verdes sintetizam grande quantidade de resveratrol, mas, com a maturidade esta capacidade
diminui e as bagas tornam-se mais predispostas ao ataque de patdgenos, especialmente B.
cinerea (JEANDET et al., 1991; PRUSKY, 1996). Por sua vez, a fitoalexina pteroestilbeno é
considerada, em adicao ao acido glicolico, ser o fator mais importante na resisténcia de bagas
de uvas imaturas ao fungo B. cinerea. O pteroestilbeno na concentracdo de 5.10* M foi
altamente toxico ao B. cinerea, inibindo completamente a germinagdo dos conidios. Porém,
resveratrol ndo apresentou toxicidade quando testado na mesma concentracdo (PEZET et al.,
1991). Questiona-se sobre a habilidade das fitoalexinas em contribuir na resisténcia ao ataque
de B. cinerea, uma vez que este patdgeno é capaz de secretar enzimas capazes de detoxificar
resveratrol em uva. Dessa maneira, outros mecanismos de defesa, tais como quitinase e -1,3-
glucanase, podem ser ativados em adicdo as fitoalexinas (DERCKEL et al., 1999).

A patogenicidade de B. cinerea estd intimamente ligada a sua
capacidade de metabolizar compostos antifingicos presentes na uva (OSBOURN, 1999;
GONZALEZ et al., 2003); através da producdo de enzimas liticas, como estilbeno oxidase
(BREUIL, 1998), que detoxificam as fitoalexinas resveratrol e pteroestilbeno nas bagas de uva
(PEZET, et al., 1991; SBAGHI et al., 1996; PEZET, 1998; KELLER et al., 2003), destruindo
0s mecanismos de defesa e permitindo que o fungo se desenvolva. Porém, estudos mostram
que alguns compostos fenolicos presentes nas bagas de uva, inibem a atividade da enzima
estilbeno oxidase (SBAGHI et al., 1996; GOETZ et al., 1999). Estudos in vivo mostraram a

méaxima producéo de resveratrol um a dois dias ap0s a infeccdo por B. cinerea, seguida por um
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rapido decréscimo, provavelmente devido a capacidade do fungo de metabolizar o composto
(GONZALEZ et al., 2003; KELLER et al., 2003). Oito isolados de B. cinerea cultivados sob
as mesmas condigdes mostraram diferentes habilidades de degradar as fitoalexinas resveratrol
e pteroestilbeno de uva; assim, a patogenicidade dos isolados foi associada com sua
capacidade de degradar estas fitoalexinas in vitro, sendo que isolados indbeis em degradar as
fitoalexinas ndo foram considerados virulentos (SBAGHI et al., 1996).

A resisténcia de frutos e hortalicas a doencas pds-colheita esta
intimamente relacionada ao seu estado de maturidade e as mudancas fisiologicas associadas ao
tecido senescente. Muitos compostos antifingicos, ativos em frutos imaturos que diminuem
com a maturacdo, podem em muitos casos, alterar a resisténcia dos frutos durante o
armazenamento prolongado, sob condicdes de atmosfera controlada (BARKAI-GOLAN,
1990).

Quando as plantas, apds serem expostas a agentes bidticos ou
abioticos, possiveis indutores de resisténcia, ficam protegidas contra patdgenos, ndo se pode
supor simplesmente que ocorreu inducdo de resisténcia. Afinal, o agente de controle tanto
pode estar induzindo resisténcia como atuando diretamente sobre o patégeno ou até atuando
das duas maneiras ao mesmo tempo (ROMEIRO, 1999).

A expressao da indugdo ndo é imediata, para a planta expressar a
resisténcia induzida, pode demorar de alguns dias a uma semana. Se a reducdo de incidéncia
e/ou severidade for imediata, outros mecanismos podem ser os responsaveis (ROMEIRO,
1999).

Ativadores quimicos de defesas das plantas, entendidos e visualisados
como indutores de resisténcia, comecam, inclusive, a constituir uma nova classe de pesticidas.
Estes tém sido chamados de “fungicidas de quarta geracdo”, por terem modo de agédo
completamente diferente dos pesticidas até agora desenvolvidos, visto que ndo exibem efeito
direto sobre os patdgenos, mas ativam mecanismos de defesa das plantas, tornando-as mais
resistentes (ROMEIRO, 1999).

E importante ressaltar que, a atividade do agente indutor nfo ¢ devida
a acdo antimicrobiana ou a sua transformacdo em agentes antimicrobianos, mas sim a sua
capacidade de sensibilizar a planta e, esta, ativar seus mecanismos de defesa estruturais e

bioguimicos em resposta a presenga de um patdogeno em potencial (MORAES, 1998;
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PASCHOLATI, 2002). De acordo com Prusky e Keen (1993), um dos pontos mais
importantes a ser levado em consideracao € a toxicidade potencial destes compostos induzidos
no tecido vegetal aos animais e a0 homem. Os autores sugerem que uma situacdo Gtima seria a
inducdo de altos niveis de compostos antifingicos por um periodo de tempo limitado,
enquanto os frutos estdo sob o risco de serem atacados pelos patdgenos, com declinio destes
niveis antes do produto ser consumido.

E bastante provavel que a inducdo de resisténcia se torne um
componente importante dos programas de manejo de doencas, particularmente nos casos onde
0s métodos atuais de controle mostram-se pouco efetivos. Obviamente, um dos resultados
desta recente tecnologia devera envolver a diminuigdo no uso dos pesticidas tradicionais, o
que vem ao encontro com a preocupa¢do mundial no tocante a preservacdo do meio ambiente
e reducao da poluicdo, além da minimizacdo dos riscos a saude humana (PASCHOLATI,
2002).

4.4 Agentes bidticos e abidticos

A literatura traz referéncia sobre varios agentes bioticos e abidticos
indutores de resisténcia nos tecidos vegetais, inclusive em frutos apds a colheita. Porém, esta

revisdo restringiu-se aos agentes que foram estudados nesta pesquisa.

4.4.1 Agentes bioticos

4.4.1.1 Lentinula edodes

Comumente conhecido como “Shiitake”, é o segundo cogumelo mais
consumido no mundo, perdendo apenas para o Agaricus bisporus (BREENE, 1990). Esse
basidiocarpo, cujo corpo de frutificacdo € amplamente utilizado na culinaria asiatica, vem
sendo difundido atualmente a nivel mundial, incluindo o Brasil (PASCHOLATI et al., 1998).
O cogumelo pode ser cultivado em troncos de arvores como o eucalipto (Apéndice 2),
carvalho, mangueira e abacateiro, ou em cultivo axénico, e tem atraido a atencdo de

pesquisadores por apresentar qualidades nutricionais, medicinais e terapéuticas comprovadas
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cientificamente. Este cogumelo contém proteinas, acidos graxos, carboidratos, vitaminas e
minerais (BREENE, 1990). Existem trabalhos que mencionam compostos oriundos de L.
edodes com acao sobre patdgenos de plantas e animais.

Piccinin (2000) demonstrou que o filtrado do pileo de L. edodes
possui efeito bacteriostatico, enquanto que o filtrado da estipe e do crescimento micelial foram
bactericidas sobre Xanthomonas campestris pv. passiflorae, quando incorporados em &gua e
ndo aquecidos. O aquecimento prévio do filtrado de pileo provocou uma perda total na sua
atividade, enquanto o filtrado da estipe tornou-se bacteriostatico apds o aquecimento. Ishikawa
et al. (2001) também verificaram o efeito bacteriostatico de 35 isodados de L. edodes no
crescimento de Bacillus subtilis, esta bactéria foi escolhida como indicadora através de testes
preliminares. O efeito bacteriostatico foi determinado pela formagdo de halo de inibi¢do; neste
caso, 0 aquecimento do filtrado a 100°C por 10 min ndo causou perda da atividade
antibacteriana contra B. subtilis (ISHIKAWA et al., 2001).

O lixiviado de crescimento micelial de L. edodes obtido por
Pacumbaba et al. (1999), inibiu o crescimento in vitro de todas as especies de bactérias
fitopatogénicas testadas, incluindo Pseudomonas syringae pv. glycinea, P. syringae pv. tabaci,
X. campestris pv. glycines, Erwinia amylovora, X. campestris pv. campestris, Ralstonia
solanacearum e Curtobacterium flaccumfaciens pv. flaccumfaciens, bem como inibiu o
crescimento de bactérias que afetam alimentos ou animais: B. cereus, Escherichia coli,
Listeria monocytogenes, Salmonella typhimurium e Staphylococcus aureus. Bianco (1981)
obteve atividade antibidtica contra S. aureus e B. subtilis utilizando cortinelina, um composto
isolado de L. edodes.

No tocante ao efeito sobre fungos fitopatogénicos, os extratos obtidos
a partir do crescimento micelial de L. edodes, incorporados em BDA a 100, 200 e 300
uL.mL™?, inibiram o desenvolvimento in vitro dos fungos Helminthosporium sp. e Fusarium
solani, agentes causais da helmintosporiose do trigo e da sindrome da morte subita em soja,
respectivamente. Ndo houve diferencas significativas entre as concentragdes utilizadas. Por
sua vez, o0 agente causal da seca das hastes e das vagens em soja, Phomopsis sojae, teve o seu
crescimento micelial inibido apenas pela maior concentracdo utilizada (SASAKI, 1997).

Piccinin (2000) mostrou que o filtrado obtido a partir do crescimento

vegetativo de L. edodes, bem como os extratos obtidos a partir do pileo e da estipe do
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cogumelo, reduziram significativamente o crescimento micelial de Exserohilum turcicum e
Colletotrichum sublineolum a partir da concentracdo de 1 % (v/v) no meio de cultivo. A 2 %,
as preparacOes reduziram a esporulacdo dos patdgenos. A atividade dos filtrados sobre o
desenvolvimento micelial foi fungistatica e termolabil.

Di Piero (2003) verificou que L edodes reduz em mais de 50 % a
severidade da antracnose causada por Colletotrichum lagenarium, em plantas de pepino
mantidas em casa-de-vegetacao, quando filtrados de basidiocarpo a 20 % foram aplicados no
hospedeiro, além de induzir acimulo local e sisttmico de peroxidase e quitinase, mas nao de
B-1,3-glucanase. Este mesmo autor obteve uma purificacdo parcial de eliciadores presentes no
basidiocarpo de L. edodes, através do fracionamento com sulfato de amonio. Preparagdes
obtidas a partir de L. edodes reduziram o numero de lesGes causadas pelo Tobacco mosaic
virus (TMV) em meias-folhas de fumo e ocasionaram inibicéo total do crescimento da bactéria
X. campestris pv. passiflorae, in vitro; quando os filtrados foram autoclavados a atividade
inibitéria da multiplicacdo da bactéria foi completamente perdida (TONUCCI,
PASCHOLATI, 2003).

4.4.1.2 Agaricus blazei

Conhecido como “Cogumelo-do-Sol” (Apéndice 3), no Brasil sua
produgdo é crescente devido a demanda do mercado em funcdo de suas propriedades
medicinais (PASCHOLATI et al., 1998). Estudos realizados no exterior apontaram para uma
possivel substancia constituida de polissacarideos de ligacdo B-glicosidica associada a
determinadas proteinas e denominada de complexo glucano-proteico, que possui uma forte
atividade antitumoral (WASSER; WEIS, 1999). Embora possua moléculas com atividade
bioldgica ja demonstrada sobre tecidos animais, as pesquisas envolvendo o A. blazei e o0 seu
possivel uso fitopatoldgico estdo se iniciando. Constatou-se que filtrados de A. blazei
provocaram reducdo de 80 % na incidéncia da doenca causada pelo virus do endurecimento
dos frutos (PWV) em maracujazeiro, no entanto, notou-se apenas protecdo local,
provavelmente substancias antivirais produzidas pelo cogumelo afetaram a infectividade do
PWV (DI PIERO; PASCHOLATI, 2002).
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Extratos de A. blazei, em diferentes concentra¢des, com um intervalo
entre a aplicacdo e a inoculacdo de quatro dias, mostrou apenas um efeito local na reducdo da
severidade da antracnose em pepino (DI PIERO, 2003).

Em 2001 e 2002, Fiori et al. verificaram o efeito positivo do extrato
bruto de L. edodes na inibicdo da germinacdo de esporos de Puccinia recondita f. sp. tritici.
Entretanto, o extrato bruto obtido a partir de A. blazei ndo inibiu a germinacéo de esporos de
Bipolaris sorokiniana; porém, ambos os extratos foram capazes de induzir o acumulo de
fitoalexinas em cotilédones de soja.

No caso de infeccOes quiescentes, como a causada por B. cinerea,
onde o in6culo provém do periodo pré-colheita, antes que um tratamento pds-colheita possa
ser aplicado (KOOMEN; JEFFRIES, 1993), microrganismos antagonistas podem ser
promissores como “fungicidas vivos” no controle desta e de outras doengas que ocorrem em
frutos colhidos (WILSON et al., 1991).

4.4.2 Agentes abidticos

4.4.2.1 Quitosana

A atividade antimicrobiana de substancias naturais bioativas como a
quitina, quitosana e seus derivados contra diferentes grupos de microrganismos, tais como,
bactérias, leveduras e fungos tem recebido consideravel atengdo nos Gltimos anos (SHAHIDI
et al., 1999), devido aos problemas associados a produtos quimicos, incluindo o
desenvolvimento de resisténcia ao consumo por parte das pessoas a produtos tratados com
fungicidas e o aumento no numero de patdgenos tolerantes a fungicidas na pos-colheita
(SHAHIDI et al., 1999).

Quitosana, um polissacarideo catibnico de alto peso molecular, é a
forma desacetilada da quitina; é solivel em &cidos organicos podendo ser usada como um
revestimento para frutos (KENDRA et al, 1989; ZHANG; QUANTICK, 1997;
ARVANITOYANNIS et al., 1998; SHAHIDI et al., 1999; ROLLER; COVILL, 1999; JIANG;
LI, 2001). Juntamente com outros polissacarideos e proteinas, esta presente na parede celular
de vérios fungos (especialmente Zygomycetos) (KENDRA et al., 1989; ROLLER; COVILL,
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1999; REDDY et al., 2000; BITTELLI et al., 2001). Existem variagdes quanto a eficiéncia
antimicrobiana da quitosana; estas variacfes foram sugeridas ser devido a existéncia de
diferentes graus de acetilagdo e peso médio molecular da quitosana; quitosana com grau de
acetilacdo de 7,5 % foi mais efetiva no controle de bactérias do que quitosana com grau de
acetilagdo de 15 % (ARVANITOYANNIS et al., 1998; SHAHIDI et al., 1999).

Atualmente, o produto comercial Elexa®, tem como ingrediente ativo
a quitosana, derivada de crustaceos (casca de caranguejo, camardao ou lagosta) (BENATO,
2003b). Estas cascas sdo um subproduto do processamento de frutos do mar; por este motivo,
a matéria-prima para a producdo de quitosana é abundante (BITTELLI et al., 2001).

O tratamento de frutos com quitosana tem se mostrado promissor no
controle de doencas em pos-colheita (EL GHAOUTH et al., 1997; JIANG; LI, 2001), por
apresentar atividade antifingica contra varios patogenos, inclusive B. cinerea (HIRANO;
NAGAO, 1989; EL GHAOUTH et al., 1991a; REDDY et al., 2000; ROMANAZZ| et al.,
2002; BAUTISTA-BANOS, 2003; ROMANAZZI et al., 2003).

A quitosana pode exercer dupla fungéo, interferindo diretamente no
crescimento do patégeno e ativando varias respostas de defesa no tecido vegetal (EL
GHAOUTH et al., 1992a; EL GHAOUTH et al., 1994; AGRAWAL et al., 2002). Quanto as
propriedades fungistatica e fungicida contra patogenos de varios frutos e hortalicas
(BAUTISTA-BANOS et al., 2003), a quitosana possui diferentes mecanismos de acdo que
incluem o acumulo de quitinase, sintese de inibidores de proteinase, lignificacdo, indugdo da
sintese de calose (EL GHAOUTH et al., 1992a; EL GHAOUTH et al., 1994), eliciacdo da
producdo de fitoalexinas e perdxido de hidrogénio (H,0,) (EL GHAOUTH et al., 1991a;
AGRAWAL et al., 2002). Ainda, a quitosana pode induzir a atividade da FAL (KENDRA et
al., 1989; ROMANAZZI et al., 2002; KHAN et al., 2003). Devido a sua habilidade de formar
um filme semi-permeavel, pode modificar a atmosfera interna e diminuir as perdas por
transpiracdo e desidratacdo dos frutos (EL GHAOUTH et al., 1991a; ZHANG; QUANTICK,
1997; REDDY et al., 2000; JIANG; LI, 2001), além de atrasar o amadurecimeto e o
escurecimento enzimatico de alguns frutos como lichia (EL GHAOUTH et al., 1992b;
ZHANG; QUANTICK, 1997; JIANG; LI, 2001; PEN; JIANG, 2003).
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O efeito da aplicagdo de um filme de quitosana no escurecimento
enzimatico de lichia foi estudado por Zhang e Quantick (1997) que verificaram que a
quitosana atrasa as mudancas no contetdo de antocianinas, flavonoides e fendlicos totais, além
de inibir o aumento na atividade das enzimas polifenol oxidase e peroxidase.

Testes realizados com animais domésticos demonstraram que a
quitosana € um produto atoxico e biologicamente seguro (EL GHAOUTH et al., 1991a;
ZHANG; QUANTICK, 1997). De acordo com Roller e Covill (1999), a inibicdo do
crescimento e inativagdo de fungos e bactérias, respectivamente, foi dependente da
concentracdo, do pH e da temperatura. Os mesmos autores concluiram que a quitosana pode
ser uma alternativa viavel para estudos sobre preservantes naturais de alimentos, predispostos
ao ataque de fungos.

A expressdo de barreiras estruturais pelo tecido do hospedeiro ap6s o
tratamento com quitosana pode restringir a expansdo do patégeno invasor, bem como atrasar a
retomada de desenvolvimento de infecgdes quiescentes (EL GHAOUTH et al., 1994). Em
geral, muitas doencas pés-colheita originam de infec¢fes quiescentes que se tornam ativas
com o declinio do potencial biossintético do tecido em produzir compostos antimicrobianos
(EL GHAOUTH et al., 1994).

Estudos demonstraram que a aplicacdo de quitosana (1,0 ou 1,5 %)
reduziu significativamente a podriddo de B. cinerea em morangos armazenados por 21 dias a
13°C sem diferenca significativa entre os tratamentos com quitosana e com o fungicida
iprodione; 11 %, 10 % e 13 % de doenga, respectivamente, contra 52 % na testemunha. Além
de induzir a atividade das enzimas quitinase e -1,3-glucanase, o tratamento com quitosana
manteve os frutos mais firmes e diminuiu a taxa de respiracdo dos mesmos durante o
armazenamento por 21 dias a 4°C (EL GHAOUTH et al., 1991a).

El Ghaouth et al. (1992a) verificaram sinais de infeccdo causada por
B. cinerea e R. stolonifer em morangos tratados com quitosana apos cinco dias de
armazenamento a 13°C comparado com um dia no tratamento testemunha. Apds 14 dias de
armazenamento, quitosana na concentragdo de 15 mg.mL™ reduziu a doenca em morangos
causada por ambos os fungos, ao redor de 60 % ou mais, e ainda, frutos tratados com

quitosana maturaram normalmente sem qualquer sinal aparente de fitotoxicidade.
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Ainda em morangos, a pulverizacdo das plantas com a concentracdo
de 6 g.L™ de quitosana, duas vezes com intervalo de 10 dias, protegeu os frutos do mofo
cinzento em pos-colheita e reduziu a taxa de senescéncia, mantendo a qualidade dos frutos a
um nivel aceitavel durante quatro semanas de armazenamento a 3°C (REDDY et al., 2000).
Além disso, os tratamentos com quitosana mantiveram os frutos mais firmes e a taxa de
desenvolvimento de antocianinas foi menor. Os autores sugerem que o controle da doenca
pode ser atribuido a propriedade fungistatica da quitosana e sua habilidade em induzir enzimas
de defesa e fitoalexinas nas plantas, ou ainda, a combinagdo desses fatores (REDDY et al.,
2000).

Cerejas imersas em 1,0 % de quitosana tiveram a ocorréncia de
doencas reduzida significativamente (ROMANAZZI et al., 2003). A aplicacdo de quitosana
reduziu a taxa respiratoria e a perda de massa de pitomba e inibiu a atividade da enzima
polifenoloxidase, responsavel pelas mudancas de cor dos frutos (JIANG; LI, 2001).
Comparado com o controle, os frutos tratados com 2 % de quitosana permaneceram com cor
brilhante e cerca de 95 % dos frutos tratados ndo apodreceram até 30 dias de armazenamento
(JIANG; LI, 2001).

Bautista-Bafios et al. (2003) obtiveram controle do fungo C.
gloeosporioides, causador da antracnose em maméo, tanto in vitro como in vivo. Nos frutos, a
aplicacdo de solucdo de quitosana a 1,5 % antes da inoculacdo, reduziu significativamente a
doenca, porém, quando os frutos foram inoculados antes do tratamento nenhuma diferenca
significativa foi observada e, a incidéncia foi alta em todos os tratamento (acima de 95%). In
vitro, quitosana acima de 2,5 % inibiu completamente o crescimento micelial do patdgeno e a
1,5 % causou alteragdes morfoldgicas nos conidios do fungo.

A pulverizacdo de plantas de pepino com solugéo de quitosana 1, 4 ou
24 h antes da inoculagdo com B. cinerea, reduziu a incidéncia do mofo cinzento em 65 %,
82 % e 87 %, respectivamente. Entretanto, a pulverizacdo de quitosana nas folhas 1 h apds a
inoculacdo com o patdgeno, diminuiu apenas 52 % do mofo cinzento (BEN-SHALOM et al.,
2003). Os autores concluiram que, embora um duplo modo de acdo esteja envolvido no
controle do mofo cinzento com quitosana, a atividade antifungica do composto foi o fator
essencial no controle da doenga. Estes resultados sugerem que, uma vez estabelecido no

tecido, o controle do patdgeno com quitosana se torna mais dificil.
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Em piment#o, quitosana (1 g.L™) reduziu a transpiracdo das plantas
através do fechamento total ou parcial dos estdmatos, consequentemente gerando uma
economia de 26-43 % no uso da agua pelas plantas, sem alterar a producdo de biomassa e de
frutos pelas plantas tratadas (BITTELLI et al., 2001). O tratamento com quitosana restringiu a
proliferacdo de B. cinerea no tecido de pimentdes e reduziu consideravelmente a maceracédo de
componentes da parede celular do hospedeiro, especialmente, pectina e celulose. Além disso,
quitosana causou Vvarios danos as hifas invasoras de B. cinerea e interferiu na capacidade do
patdgeno de secretar poligalacturonase (EL GHAOUTH et al., 1997). A quitosana induziu o
acumulo da fitoalexina pisatina no endocarpo de ervilha 24 h apds o tratamento (KENDRA et
al., 1989).

O aumento na concentracdo de quitosana de 1,0 para 1,5 % resultou
em menor perda de massa e cor, menor taxa respiratoria, enrugamento e ataque de fungos,
especificamente B. cinerea, Erwinia e Alternaria em pimentdes e pepinos mantidos a 13 e
20°C (EL GHAOUTH et al., 1991b).

Romanazzi et al. (2002) obtiveram reducgéo significativa do mofo
cinzento em uva ‘Italia’ tratada com solugéo de quitosana (1 %) na pds-colheita, tanto em uvas
armazenadas sob temperatura ambiente (+ 22°C) como em uvas mantidas sob refrigeragdo (£
0°C). A aplicacdo de quitosana na pré-colheita, em todas as concentracgdes testadas (1,0; 0,5 e
0,1 %) reduziu significativamente o mofo cinzento na pés-colheita. A atividade da FAL na
epiderme das bagas de uva 24 ou 48 h ap6s o tratamento com quitosana a 1,0 % foi duas vezes
maior do que nas bagas ndo tratadas. Assim, o efeito inibitorio da quitosana parece originar da
combinagdo da propriedade antifungica e sua habilidade de estimular respostas de defesa nas
bagas de uva.

Estudos realizados por El Ghaouth et al. (1991a; 1991b; 1992b), Du et
al. (1997), Jiang e Li (2001) e Romanazzi et al. (2002) indicam que a quitosana tem potencial
para prolongar o periodo de armazenamento e controlar doencas de morangos, pepinos,
pimentdes, tomates, péssegos, péras, kiwis, pitomba, uva, etc. Estes resultados podem ser
atribuidos a reducgdo na taxa respiratoria, inibicdo no desenvolvimento de patgenos e atraso
no amadurecimento devido a reducdo na producdo de etileno e didxido de carbono (EL
GHAOUTH et al., 1991a; EL GHAOUTH et al., 1991b).
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O uso de filmes e coberturas comestiveis para estender o periodo de
conservacdo e manter a qualidade de frutos frescos, congelados ou processados, tem sido
evidenciado durante os dltimos anos, devido a sua natureza biodegradavel e segura,
comparado com o sulfito (SHAHIDI et al., 1999). Estes filmes externos tém sido um meio
suplementar e algumas vezes essencial para o controle de mudancas fisioldgicas, morfologicas
e fisico-quimicas em alguns produtos (SHAHIDI et al., 1999). Neste sentido, a quitosana, por
ser um produto comestivel, tem potencial para servir como um material de cobertura
antifangico para frutos na pés-colheita (EL GHAOUTH et al., 1992a). O filme formado pela
quitosana é resistente, flexivel e muito dificil de ser rompido. Muitas destas propriedades
mecanicas sdo comparaveis as apresentadas por polimeros comerciais de resisténcia média
(BUTLER et al., 1996).

4.4.2.2 Acido Acético

A fumigacéo de frutos visando o controle de doencas pds-colheita ndo
é uma técnica amplamente utilizada, embora tenha algumas propriedades uteis. Os fumigantes
podem difundir-se e penetrar em espacos protegidos que sdo inacessiveis aos pesticidas
liquidos ou solidos e, exercer seu efeito durante o periodo de exposi¢do, mas, por serem
difusiveis, deixam pouco ou nenhum residuo, necessitando de constantes ou sucessivas
aplicagdes. A fumigacdao para prevencgdo de doencas pds-colheita é comercialmente empregada
em uvas de mesa, com didxido de enxofre (SO,).

No contexto dos fumigantes com possibilidade de utilizacdo em p0s-
colheita, o acetaldeido (CH3COH), um componente presente em baixissimas concentra¢es no
aroma natural de quase todos os frutos (PESIS, 1989; AVISSAR et al., 1990), tem sido
considerado uma possivel alternativa ao SO, para controle de doengas em uvas pos-colheita. O
apodrecimento de framboesas, inoculadas com B. cinerea, foi controlado pela fumigagdo com
vapor de acetaldeido, onde os tratamentos com 0,25 ou 0,5 % de vapor de acetaldeido por 70
min foram t&o ou mais eficientes que o tratamento com 1 % (PRASAD; STADELBACHER,
1973). Os mesmos autores, em trabalho realizado em 1974, verificaram a mesma tendéncia,
uma vez que, o tratamento de morangos com 1 % de acetaldeido por 30 ou 60 min foi tdo

eficiente quanto os tratamentos com concentra¢es maiores (4 %) no controle de B. cinerea e
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R. stolonifer. Além de biocida, o vapor de acetaldeido pode exercer efeito sobre a maturagdo
dos frutos. Pesis (1989) observou que uvas ‘Perlette’ e ‘Sultanina’ colhidas com baixo teor de
solidos solaveis (13,5 a 14,0 °Brix) e alta acidez titulavel (1,33 a 1,37 %), quando tratadas com
0,7 a 0,9 % de acetaldeido, tiveram aumento significativo do teor de solidos soluveis e reducdo
da acidez. O mesmo ndo foi observado quando os cachos foram colhidos com alto teor de
solidos sollveis e baixa acidez, os quais ndo responderam ao tratamento com acetaldeido.
Entretanto, na cultivar Sultanina sintomas de danos fisiologicos provocados pelo acetaldeido
foram caracterizados pelo bronzeamento das bagas, alem de sabor e aroma desagradaveis. De
acordo com Sholberg et al. (2001), a cautela no emprego de acetaldeido em experimentos em
armazenamentos comerciais provavelmente se deva as propriedades carcinogénicas e por ser
um produto inflamavel.

Por sua vez, o 4cido acético (CH3;COOH), um intermediario
metabolico universal que ocorre naturalmente em muitos frutos (MOYLS et al., 1996), em
baixas concentracdes ndo é inflaméavel, explosivo ou carcinogénico (SHOLBERG et al.,
2001). Sendo um composto estavel utilizado em grande quantidade em indmeros processos
industriais, pode ser promissor quando empregado na forma de vapor, para o controle de
patdégenos na pés-colheita (SHOLBERG; GAUNCE, 1996). Estudos prévios (SHOLBERG;
GAUNCE, 1995; SHOLBERG; GAUNCE, 1996; SHOLBERG et al., 1996), mostraram que 0
vapor de &cido acético pode matar os esporos de varios fungos patogénicos presentes na
superficie dos frutos. Sholberg e Gaunce (1995) constataram que o vapor de acido acético é
muito mais tdxico do que o vapor de acetaldeido para conidios de B. cinerea.

Sholberg e Gaunce (1995) demonstraram que a aplicacdo de baixas
concentracdes de vapor de &cido acético (2,7 a 54 mg.L") em pés-colheita foram
extremamente efetivas para o controle de B. cinerea e P. expansum em macas, sem induzir
fitotoxicidade.

Macas contaminadas naturalmente com Penicillium spp., armazenadas
a 1°C e tratadas com vapor de acido acético, tiveram 50 % menos doenca do que os frutos
testemunha. Ainda, a vaporizagdo com acido acético foi tdo efetiva quanto o fungicida
thiabendazole em reduzir a doenca, sem afetar a qualidade das macds (SHOLBERG et al.,
2001). De acordo com os autores, o vapor de &cido acético apresenta grande potencial para

reduzir as doengas em macas armazenadas, podendo ser usado como uma alternativa organica
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aos fungicidas sintéticos para controle de Penicillium spp. Além do efeito no controle de
doencas, macas tratadas com vapor de &cido acético durante o estaddio de pré-climatérico
podem iniciar o amadurecimento prematuramente (DE POOTER et al., 1984).

Em 2002, Liu e Chu demonstraram que a podridao causada por M.
fructicola foi reduzida de 64 % para 32 % e de 88 % para 25 % quando damascos e ameixas
foram fumigados com 5 e 8 mg.L™* de 4cido acético, respectivamente.

A doenca causada por P. expansum e P. digitatum em frutos de carogo
(damasco, péssego e nectarina) e citros, respectivamente, foi reduzida de 98 % para 16 % e de
86 % para 11 %, pela vaporizacdo com 1,9 pL.L™ de 4cido acético por 30 min, sem causar
danos aos frutos (SHOLBERG, 1998).

Sholberg et al. (2000), em trabalho onde varios vinagres comuns
contendo de 4,2 a 6,0 % de &cido acético foram testados para o controle de diferentes
patdgenos fangicos em poés-colheita de frutos, verificaram que diferentes fatores podem
influenciar na eficiéncia do controle, como: tempo e temperatura de vaporizac¢ao, concentragdo
de &cido acético e concentragdo de indculo na superficie do fruto. O vapor de vinagre branco,
contendo 5,0 % de 4&cido acético reduziu a doenca causada por B. cinerea em morangos de
50 % para 1,4 %.

Bananas tratadas com 0,2 % de acido acético glacial ou vinagre
(0,2 % acidez titulavel) através de infiltracdo, ndo apresentaram alteracBes nas caracteristicas
fisicas e fisico-quimicas como firmeza, pH, acidez titulavel ou sélidos sollveis. Porém,
diferente do tratamento com &cido acético, o vinagre ndo reduziu a incidéncia de doengas p6s-
colheita; além disso, a preferéncia quanto ao sabor foi maior em bananas tratadas com &cido
acético (ETHUGALA; KARUNARATNE, 2002).

A eficiéncia da vaporizagdo com &cido acético, assim como com
acetaldeido, no controle das doencas, depende do microrganismo, da concentracédo e do tempo
de exposicdo (AHARONI; STADELBACHER, 1973; SHOLBERG; GAUNCE, 1995).

Os esporos de fungos patogénicos sdo mais susceptiveis ao acido
acético sob condi¢des de alta umidade relativa (SHOLBERG; GAUNCE, 1995),
apresentando-se, portanto, como um potencial substituto ao SO,, o qual é comumente utilizado

para o controle de podriddes de uvas de mesa sob condi¢cdes de alta umidade relativa. A
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fumigacdo de cachos de uva com &cido acético (8,0 mg.L™), sequida pelo armazenamento em
atmosfera modificada a 0°C, reduziu a podriddo causada por B. cinerea de 94 % para 2 %,
exercendo também o controle da degrada das bagas, além de nédo afetar o pH, o odor e o sabor
da fruta (MOYLS et al, 1996).

Sholberg et al. (1996) obtiveram reducdo no numero de bagas
deterioradas por B. cinerea pela fumigac&o com 4cido acético (8,0 mg.L™) em uvas “Selection
494’ (43 %) e ‘Selection 651’ (89 %) apoOs seis semanas de armazenamento a 2 ou 5°C,
respectivamente. A diferenca de resposta entre as cultivares sugere especificidade na interacdo
fruto-patdgeno-substancia volatil (ARCHBOLD et al., 1997).

Zahavi et al. (2000) e Pen e Jiang (2003) relatam que o SO, foi
retirado pelo Governo Federal dos Estados Unidos da lista dos produtos considerados seguros
como sanitizantes (GRAS) de frutas e hortalicas e, portanto, seu uso futuro em uvas é incerto.
Lydakis e Aked (2003a) afirmam ser bastante provavel que no futuro, o nivel de residuo
permitido para o SO, seja zero. Por sua vez, os acidos organicos tém sido extensivamente
utilizados em alimentos nos ultimos anos, e estdo inseridos na lista GRAS (PERERA;
KARUNARATNE, 2001).

A origem natural do &cido acético, seu metabolismo pelos frutos, sua
presenca na dieta humana através de frutos e hortalicas frescos e, sua natureza volatil, podem

aumentar a aceitacdo deste produto por parte dos consumidores (ARCHBOLD et al., 1997).

4.4.2.3 Irradiagdo UV-C

Irradiacdo ultravioleta numa faixa de 200-280 nm ¢é classificada como
UV-C (LU et al., 1991). O comprimento de onda de 254 nm mostrou-se eficiente na indugédo
de resisténcia em um grande nimero de produtos vegetais, como uva (LANGCAKE; PRYCE,
1977; NIGRO et al, 1998), citros (RODOV et al., 1992; STEVENS et al., 1996), macé
(STEVENS et al., 1996, CAPDEVILLE et al., 2002), péssego (STEVENS et al., 1996), tomate
(LIU et al., 1993), pimentdo (MERCIER et al., 2001), batata-doce (STEVENS et al., 1999),
cebola (LU et al., 1987), entre outros, quando aplicada em doses baixas (NIGRO et al, 1998).

H& duas explicagcBes possiveis para a reducdo de podriddes pela

UV-C: efeito germicida e inducdo de resisténcia aos patogenos (STEVENS et al., 1996;
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STEVENS et al., 1998; MERCIER et al., 2001). A resisténcia induzida pela irradiacdo a 254
nm parece estar relacionada com a produgdo de substancias toxicas (principalmente fenolicos)
ao patdgeno, através do aumento na atividade de enzimas-chave da sintese destas substancias
(DROBY et al., 1993; LANGCAKE; PRYCE, 1977). Muitos estudos indicam que
mecanismos de resisténcia sdo induzidos e ativados na epiderme dos frutos tratados com a
irradiacdo UV-C (DROBY et al., 1993; JEANDET et al., 1991; STEVENS et al., 1998;
MERCIER et al., 2001).

A inducéo da resisténcia em pomelos (Citrus paradisi Macf) contra o
desenvolvimento de Penicillium digitatum através da irradiagdo UV-C foi explicada pela
inducdo de quitinase e B-1,3-glucanase na casca dos frutos (PORAT et al., 1999). Droby et al.
(1993) observaram o aumento da FAL, bem como da peroxidase em pomelos apos a aplicagdo
de UV-C, sendo eficiente na reducéo de P. digitatum. Em “kunquat” (Fortunella margarita L.
Swingle) inoculados com P. digitatum, houve aumento da fitoalexina escoparone na casca dos
frutos tratados com UV-C, restringindo o crescimento do patdgeno a polpa dos frutos; o
desenvolvimento do patégeno ficou limitado em direcdo a superficie dos frutos, com
consequente supressdo da esporulacdo (RODOV et al., 1992).

Mercier et al. (2001), trabalhando com pimentéo, afirmaram que
aplicacdo de UV-C a 0,88 ki.m™, 24 h antes da inoculacdo, reduziu a ocorréncia de B. cinerea
em frutos armazenados a 13° ou 20°C.

Irradiacdo UV-C na dose de 7,5 kJ.m? levou & inducéo de quitinase,
B-1,3-glucanase e FAL, em péssegos, 1 h apos o tratamento, alcancando nivel méximo apos 96
h (EL GHAOUTH et al., 2003a). Capdeville et al. (2002) obtiveram resultados satisfatérios de
reducdo da area abaixo da curva de progresso da doenca (AACPD) em macas irradiadas com a
dose de 7,5 kd.m™, 48 ou 96 h antes da inoculacdo com P. expansum.

As fitoalexinas do tipo estilbenos (resveratrol e pteroestilbeno) foram
eliciadas em bagas de uva quando expostas a irradiagdo UV-C (SARIG et al., 1997). Os
mesmos autores relatam que estas fitoalexinas foram fungitdxicas in vitro, inibindo a
germinacdo dos conidios e o crescimento do micélio de R. stolonifer e B. cinerea. Porém, o
acumulo destas substancias declinou com o avango da maturagdo das bagas, coincidindo com

0 aumento da predisposicdo ao ataque de patdgenos. Creasy e Coffee (1988), analisando a
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producdo de resveratrol em bagas de uva irradiadas durante 10 min, estabeleceram que a
quantidade do composto produzido 24 h ap06s a irradiacdo UV-C foi escolhida para representar
a producéo potencial de fitoalexinas por cachos de uva. De maneira semelhante, Sarig et al.
(1997) obtiveram o maximo acumulo de resveratrol e pteroestilbeno 24 h apds a inoculacédo de
bagas de uva ‘Perlette’ com suspensdo de esporos de R. stolonifer. Quando irradiadas,
independente do estadio de desenvolvimento das bagas, apds alcancar uma concentracdo
méxima, a quantidade de resveratrol caiu rapidamente, quase desaparecendo 50 h apds a
irradiacdo, enquanto a concentragdo de pteroestilbeno, embora 4 a 8,5 vezes menor,
permaneceu relativamente estavel. O acimulo das fitoalexinas estilbenos em bagas de uva,
apos a inoculacdo com R. stolonifer e B. cinerea foi menor do que apds a eliciacdo com UV-C
(SARIG et al., 1997).

A irradiagdo (10 min) de wuvas em diferentes estadios de
desenvolvimento mostrou que, as flores acumularam apenas tracos de resveratrol, bagas apos
0 pegamento produziram pequenas quantidades e, bagas maiores do que 5 mm de didametro
produziram quantidades potencialmente inibitorias ao desenvolvimento de patdgenos. A
capacidade da epiderme de sintetizar resveratrol foi mantida até as bagas chegarem préximas a
maturidade, quando o potencial de producdo de fitoalexinas diminuiu com o aumento do
contetdo de solidos soltveis. Ao atingirem 5 % de sdlidos solUveis, as bagas ndo produziram
concentracdes potencialmente inibitorias deste composto (CREASY; COFFEE, 1988). Este
mesmo padrdo de comportamento na producéo de resveratrol por bagas de uva irradiadas com
UV-C foi observado por Jeandet et al. (1991).

O tratamento de cachos de uva ‘Italia’ com baixas doses de irradiagdo
UV-C (até 0,25 kJ.m™), anterior & inoculagdo com B. cinerea, reduziu significativamente o
numero de bagas infectadas e o didmetro das lesdes, sugerindo inducdo de resisténcia a
doenca, tanto em bagas feridas antes ou apds a irradiacdo (NIGRO et al., 1998).

Existem evidéncias que suportam a possibilidade de controle de
doencas ja instaladas em profundidade no tecido dos frutos (quiescentes), através do emprego
da irradiacdo UV-C na pos-colheita. Stevens et al. (1998) demonstraram que a dose de 7,5
kJ.m foi eficiente em reduzir a infeccéo quiescente causada pelo fungo M. fructicola alojado

aum 1 cm de profundidade no mesocarpo de péssegos.
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A irradiacdo UV-C além de exercer efeito germicida, pode prolongar
0 periodo de armazenamento dos frutos por retardar os processos de amadurecimento,
suprimir a producdo de etileno (LU et al., 1991; LIU et al., 1993; STEVENS et al., 1998) e
eliciar respostas bioquimicas no tecido do hospedeiro que sdo relevantes no controle das
doencas (STEVENS et al., 1999; MERCIER et al.,, 2001). Resultados de pesquisa com
péssegos e macds indicaram que o tratamento com UV-C causou um atraso no
amadurecimento dos frutos (LU et al., 1991). As podriddes de A. alternata, B. cinerea e R.
stolonifer em tomate foram reduzidas pelas doses de UV-C de 3,6 a 7,5 kJ.m™, além dos frutos
permanecerem mais firmes que a testemunha (LIU et al., 1993). Assim, a redugdo das
podriddes pode ser um efeito secundario devido ao atraso no processo de amadurecimento;
com o avan¢o do amadurecimento a resisténcia dos frutos as doengas ¢ menor (CREASY;
COFFEE, 1988).

A inibicdo do desenvolvimento de doencas verificada por varios
autores através do tratamento dos frutos antes da inoculagdo com o patdgeno, sem contato
direto do patdgeno com a irradiagcdo UV-C, leva a crer que a indugdo de mecanismos de defesa
internos sdo mais importantes do que o efeito germicida sobre o patdogeno. Além disso, a
irradiacdo de frutos previamente inoculados em muitos casos deixou de prevenir a
deterioragdo (MERCIER et al., 2001, RODOQV et al., 1992; BEN-YEHOSHUA et al., 1992).

O éxito de um tratamento aplicado em pds-colheita destinado a evitar
podriddes depende dos seguintes fatores: indculo inicial, profundidade da infec¢do no interior
dos tecidos do fruto, velocidade de crescimento do patdgeno, temperatura e umidade
ambientes e, profundidade a que o agente de controle € capaz de penetrar/agir nos tecidos dos
frutos (WILLS et al., 1998).

Anfoka (2000) sugere que, para aplicacdo pratica dos resultados
obtidos em estudos com possiveis indutores de resisténcia, é preciso muitos esforgcos para
driblar os fatores que possam vir a afetar a eficiéncia deste indutor. Estes fatores incluem: a)
periodo de tempo entre a aplicacdo do indutor e a inoculagdo com o patdgeno, b) quantidade

do agente indutor a ser aplicado e, ¢c) modo de aplicacdo do indutor.
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5 MATERIAL E METODOS

Os ensaios foram realizados nos laboratorios de Tecnologia Pos-
Colheita do Centro de Pesquisa e Desenvolvimento de Hortifruticolas — FRUTHOTEC, do
Instituto de Tecnologia de Alimentos — ITAL, com o objetivo de avaliar o efeito de agentes
bidticos e abidticos como método alternativo na protegdo de uva ‘Itdlia’ contra B. cinerea.
Realizaram-se também ensaios in vitro para verificar o efeito dos agentes de controle no
crescimento micelial e na germinacdo dos conidios de B. cinerea. Além das analises
fitopatoldgicas, os cachos de uva foram submetidos a analises fisicas e fisico-quimicas,

descritas a seguir:

5.1 Obtencédo de isolados de Botrytis cinerea

Para a obtencdo do patégeno de interesse (B. cinerea), foram
realizados isolamentos a partir de uvas provenientes de diferentes regides produtoras do estado
de S&o Paulo, sendo retirados fragmentos de bagas apresentando sintomas da podridao e
procedendo-se a assepsia em alcool etilico (70 % v/v) durante 30 segundos e, na sequéncia,

com hipoclorito de sodio (1,5 % v/v) por 60 segundos. Para a eliminagdo dos residuos, o0s
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fragmentos foram lavados em &gua destilada esterilizada e colocados em papel-filtro para
retencdo do excesso de umidade. Posteriormente, os fragmentos foram transferidos para placas
contendo meio de cultura batata-dextrose-agar (BDA), acrescido de oxitetraciclina
(50 pg.mL™) e incubados & 22°C sob alternancia de luz (12 h), até o aparecimento de coldnias
bem definidas do fungo, as quais sofreram repicagens subseqtientes em BDA, até a obtencgdo
de col6nias puras. Para conservacdo dos isolados, utilizou-se tubos de cultura com BDA mais
2 mL de 6leo mineral Nujol ou agua destilada esterilizada em frascos de penicilina (método de
Castellani) (FIGUEIREDO, 1967; TUITE, 1969). Antes dos ensaios, realizou-se teste de
patogenicidade, para selecdo do isolado mais agressivo (U.53.1-04/02). Esse foi mantido em
BDA a +22°C e, continuas reinoculacdes e reisolamentos em cachos de uva foram feitos para

manter a patogenicidade do fungo.

5.2 Teste de patogenicidade e inoculacio de Botrytis cinerea em cachos de uva

‘Italia’

Para realizacdo do teste de patogenicidade, cachos de uva foram
desinfestados superficialmente pela imersdo em solucdo de hipoclorito de sodio (0,5 %)
durante dois min; em seguida, foram lavados duas vezes em agua destilada e dispostos sobre
papel absorvente para secagem da agua superficial. Apds a secagem, as bagas foram separadas
em trés lotes correspondendo a trés diferentes métodos de inoculacdo que foram testados: (1)
as bagas foram feridas com uma agulha de seringa de cromatografia (¥2 mm de
profundidade); ou (2) com um bisturi (2 mm de extensdo); ou (3) bagas sem ferimento.
Posteriormente, as bagas foram aspergidas com suspenséo de conidios (+10° conidios.mL™) de
B. cinerea e incubadas a + 22°C sob alternancia de luz (12 h), até o aparecimento dos sintomas
da doenca. Pela maior preciséo e facilidade de avaliacdo, optou-se pelo primeiro método.

Dessa forma, nos ensaios in vivo, em cada cacho de uva foram feridas
10 bagas, fazendo-se um furo por baga de +2 mm de profundidade com a agulha de uma
seringa de cromatografia (CHAMBERS, 1990; ZAHAVI et al., 2000) (Apéndice 4). Apds 0
ferimento, os cachos foram inoculados por asperséo de suspensdo de conidios (+10°

conidios.mL™), determinada pela contagem em hemocitdmetro, com adicdo de Tween 20 na
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propor¢do de uma gota para 100 mL da suspensao, de acordo com metodologia descrita por

Thomas et al. (1988) e Romanazzi et al. (2002), com modificagdes.

5.3 Efeito dos agentes de controle na protecdo de uva ‘Italia’

Cachos de uva ‘Italia’ provenientes das regides produtoras do estado
de S&o Paulo, Jales e S&o Miguel Arcanjo, foram submetidos aos diferentes tratamentos
(extratos de cogumelos, quitosana, &cido acético ou irradiacdo UV-C). Para avaliacdo do efeito
direto, os cachos foram inoculados com o patdgeno e, ap6s 4 h (BROOME et al., 1995),
tratados com diferentes concentragdes e/ou doses dos agentes de controle (Ensaio 1).

Com o objetivo de avaliar o potencial desses agentes na indugdo de
resisténcia, cachos de uva foram ou ndo, aspergidos com extrato aquoso do basidiocarpo de
Agaricus blazei (5 %), aspergidos com solucdo de quitosana (1,5 %) ou, vaporizados com
4cido acético (10,5 mg.L™) e, inoculados ap6s um intervalo de tempo de 24, 48, 72 ou 96 h
com o fungo B. cinérea (Ensaio 2). No ensaio com a irradiagdo UV-C, cachos de uva foram ou

n&o, irradiados com as diferentes doses de UV-C e, ap6s 24 h, inoculados com o patdgeno.

5.3.1 Agaricus blazei e Lentinula edodes

As amostras dos cogumelos, representadas pelo po seco do
basidiocarpo, foram cedidas pelo Nucleo de Producdo de Cogumelos da Faculdade de
Ciéncias Agronémicas / UNESP, campus de Botucatu/SP. Para a obtencdo dos extratos
aquosos, o p6 foi suspenso em agua destilada (14 mL.g™) e, ap6s 24 h de incubacéo & 10°C, as
amostras foram filtradas a vacuo, utilizando-se papel-filtro Whatman n°1 e centrifugadas a
20.000 g por 25 min, sendo o sobrenadante filtrado em membrana tipo Millipore (didmetro do
poro = 0,2 pum), sob condicBes assépticas. Os filtrados esterilizados (extratos aquosos
concentrados) foram armazenados em geladeira a 10°C e utilizados para as diluigdes. Extrato
aquoso a 10 % v/iv. (10 mL de extrato concentrado + 90 mL de é&gua
destilada) representa: [(1000 mg.14 mL™). 10%)] = 7,15 mg do p6 seco de basidiocarpo.mL™.

Os cachos de uva maduros (Apéndice 8), foram aspergidos com

diferentes concentragBes dos extratos dos basidiocarpos (0,0; 2,5; 5,0; 10,0; 20,0 ou 40,0 %),
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obtidas através da diluicdo dos extratos aquosos concentrados e, em seguida, colocados sobre
papel absorvente para retencdo do excesso de umidade e secagem sob ventilacao.

No ensaio 1, os cachos que haviam sido inoculados quatro horas antes
do tratamento, foram acondicionados em caixas de papeldo e mantidos a 25°C+1°C / 80-90 %
UR, por um periodo de seis dias. No ensaio 2, 0os cachos também acondicionados em caixas de
papeldo permaneceram a 1°C+1°C / 80-90 % UR até o momento do tratamento, sendo
posteriormente transferidos para cAmara de armazenamento a 25°C+1°C / 80-90 % UR e, ap0s
24, 48, 72 ou 96 h inoculados com B. cinerea, retornando as mesmas condi¢fes por mais
quatro dias para avaliagdo da doenca.

O delineamento experimental utilizado foi inteiramente casualizado,
no ensaio 1 e, fatorial (2x4), representados por tratamento e intervalo entre o tratamento e a

inoculagdo, no ensaio 2; com 10 repeti¢cdes e um cacho de uva como unidade experimental.

5.3.2 Quitosana

Utilizou-se quitosana (fornecida pela empresa Cyrbe do Brasil,
Sumaré/SP) extraida em acido acético e diluida com agua até a concentracdo de 2 %, com pH
de 4,4. O produto apresentando alta viscosidade foi diluido em &gua destilada esterilizada para
obtencdo das concentracfes desejadas. Cachos de uva foram aspergidos com diferentes
concentracdes de quitosana (2,0; 1,5; 1,0; 0,5; 0,25 ou 0,0 %) e, em seguida, colocados sobre
papel absorvente para retencdo do excesso de umidade e secagem sob ventilagdo. As
condicbes de armazenamento e o delineamento experimental foram iguais aos descritos no

item anterior (5.3.1).

5.3.3 Acido acético

Cachos de uva foram vaporizados colocando-se 0,0; 0,5; 1,0; 2,0 ou
4,0 mL de 4cido acético glacial (densidade = 1,05 g.mL™) em placas de petri, no maximo 1
mL por placa para proporcionar total vaporizagéo, as quais foram acondicionadas no interior

de tambores de 200 L, hermeticamente fechados, providos de ventilador, o qual foi ativado
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para melhor dispersdo do vapor. As concentracfes de acido acetico empregadas foram 0,0;
2,6; 5,2; 10,5 e 21,0 mg.L™. Dez cachos de uva por tratamento foram acondicionados em
contentores plasticos no interior dos tambores, a uma distancia de aproximadamente 20 cm
acima das placas contendo o acido acético (Apéndice 5). O tempo de vaporizacdo foi de 30
min & 25°C+1°C / 70-80 % UR (SHOLBERG et al., 1996, SHOLBERG, 1998). Decorrida a
vaporizacdo, os tambores foram abertos, proporcionando ventilacdo. As condigdes de

armazenamento e delineamento experimental foram iguais as descritas no item 5.3.1.
5.3.4 Irradiacéo UV-C

No laboratorio, cachos de uva ‘lItdlia> foram desinfestados
superficialmente; estes se apresentavam maduros, com teor de sélidos sollveis de
aproximadamente 14 °Brix, acidez titulavel de 0,87 g de 4cido tartarico.100 g™, com raquis
verde, fresca e tlrgida. Na sequéncia, os cachos foram inoculados e apds 4 h irradiados ou,
irradiados e ap6s 24 h inoculados.

Os cachos foram irradiados com lampada UV germicida (2,5 cm x 88
cm, 30 W, produzida pela empresa Yaming Lighting), cujo pico do comprimento de onda
emitido é de 254 nm, com taxa de fluéncia de 1,74 mW.cm™ medida através de um radiémetro
digital (UVX; Ultraviolet Products, Inc., San Gabriel, CA). Irradiaram-se os cachos variando o
tempo, a uma distancia de, aproximadamente, 10 cm da fonte de luz (Apéndice 6), segundo
metodologia descrita por Mercier et al. (2001), com modificacbes. As doses foram
determinadas pelo tempo de exposicao a irradiacdo, de acordo com procedimento proposto por
Stevens et al. (1999).

Os cachos de uva “Italia’ foram expostos a doses de UV-C (em kJ.m™)
e tempo de exposicdo (em segundos) de: 0,00 ki.m™ para 0,00 s; 0,84 k.m™ para 48 s; 1,30
kJ.m? para 74,4 s; 2,40 kd.m para 138 s; 3,60 kJ.m™ para 207 s; 4,80 kJ.m?para 276 s e 7,50
kJ.m™ para 430,8 s.

Apoés a irradiagdo, os cachos foram acondicionados em caixas de
papeldo e mantidos no escuro, para minimizar o processo de fotoreversibilidade (STEVENS et
al., 1998), por um periodo de cinco dias, a 25+1°C / 80-90 % UR. O delineamento
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experimental foi inteiramente casualizado, com cinco repetices, e um cacho de uva como

unidade experimental.
5.3.5 Analises fitopatoldgicas e analise dos dados

Avaliagcbes de incidéncia e severidade (escala de notas) foram
realizadas diariamente nas 10 bagas inoculadas de cada cacho. A escala de notas adotada para
avaliacdo da severidade da doenga variou de 1 a 6, com base na area da leséo, correspondendo,
aproximadamente, a 2, 5, 10, 20, 30 e 50 % da baga lesionada, respectivamente. Os resultados
foram expressos em indice de doenca calculado através da férmula: ID (%) =
{[(n1x1)+...+(nex6)] x (6xN)™} x 100, onde, n;_g = n° de bagas infectadas com a respectiva
nota e N = n° total de bagas inoculadas.

Os dados obtidos foram submetidos a anélise de variancia e as médias

comparadas pelo teste de Tukey, a 5 % de probabilidade. Para efeito de analise estatistica, as
médias resultantes da avaliacdo fitopatolégica foram transformadas em /x+0,5. Além da

comparacdo de medias, andlises de regressdo polinomial foram feitas para se verificar a
relacdo entre dose e indice de doenca (GOMES, 1990).

No ensaio com irradiagdo UV-C, utilizou-se ainda, 0 modelo logistico
proposto por Bergamin Filho & Amorim (1996) para analise dos dados referentes ao indice de
doenca (in vivo) e crescimento radial (in vitro). No final do armazenamento dos cachos
irradiados com UV-C, ou seja, no quinto dia apds o tratamento, tomou-se trés bagas por
parcela (cacho), dentre as dez inoculadas, colocando-as em um béquer ao qual adicionou-se 25
mL de &gua destilada esterilizada; para melhor dispersdo dos conidios acrescentou-se Tween
20. Apoés leve agitacdo, contou-se 0 numero de conidios contidos na suspensdo em
hemocitometro, efetuando-se trés repeticGes por tratamento. Esta metodologia foi adaptada de
Stevens et al. (1998).
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5.3.6 Analises fisicas e fisico-quimicas das uvas

Estas analises foram realizadas a fim de se comparar o efeito das

diferentes concentracdes e/ou doses dos agentes de controle na qualidade das uvas ap6s o

armazenamento.

No segundo ensaio (cogumelos, quitosana e &cido acético), com

tratamento seguido de inoculacdo, considerando o momento da inoculagdo como tempo zero,

as andlises fisicas e fisico-quimicas iniciais foram realizadas a -24, -48, -72 e -96 h visando

avaliar se as uvas encontravam-se em condigdes semelhantes as apresentadas no momento da

colheita, devido ao fato de terem sido armazenadas a 1°C+1°C / 80-90 % UR. Foram

realizadas também analises no momento da inoculagdo para verificar o efeito dos agentes

sobre as bagas de uva e, ao final do experimento, de acordo com metodologia descrita a

sequir:

a)

b)

d)

Aparéncia da raquis: adotou-se uma escala de notas com base no trabalho de Harvey et
al. (1988): 1 = verde, fresca, tdrgida, 2 = verde opaca, 3 = verde para marrom clara, 4 =
predominantemente marrom e 5 = marrom pardo e seca;

Degrana: determinada através da pesagem do cacho inteiro e das bagas naturalmente
soltas, obtendo-se através de calculo a % de degrana (D% = (peso bagas soltas / peso total
do cacho) x 100);

Cor de baga: com colorimetro Minolta, sistema L* a* b*, onde L* representa
luminosidade (0 = preto e 100 = branco), a* e b* cromaticidade (a = verde a a* =
vermelho e, b” = azul a b* = amarelo), obtendo-se a média da cor de trés bagas da regido

superior, trés da mediana e trés da inferior, por cacho. Posteriormente calculou-se os
valores de Croma e HUE através das formulas: Croma= +a2+b2 e HUE=
tan™(b/a)*180/PI.

Solidos Soluveis (SS): utilizou-se um refratbmetro manual, com escala de 0 a 32°Brix;
pH: determinado potenciometricamente em pHmetro (CARVALHO et al., 1990);
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f) Acidez titulavel (AT): determinada empregando-se NaOH (0,1N) por titulacdo até atingir
pH 8,1. O resultado foi expresso em g de 4cido tartarico.100 mg™ de suco (CARVALHO
etal., 1990).

Para as andlises de solidos solUveis, pH e acidez titulavel utilizou-se o
suco de oito bagas por cacho, sendo duas bagas da regido superior, quatro da mediana e duas
da inferior, com cinco repeti¢des (cachos) por tratamento.

E importante ressaltar que as analises fisicas e fisico-quimicas foram
realizadas de acordo com a necessidade, dessa maneira, nem todas as analises descritas acima

foram feitas em todos 0s experimentos.

5.4 Efeito dos agentes de controle sobre Botrytis cinerea in vitro

Para cada agente de controle foram realizados dois ensaios: 1) efeito
dos agentes na germinacao de conidios de B. cinerea e; 2) efeito no crescimento radial das
coldnias do patogeno.

Primeiramente, com o objetivo de se avaliar o efeito dos agentes de
controle na germinacdo de conidios de B. cinerea, placas de poliestireno contendo meio de
cultura agar-agua (AA) foram divididas em quatro quadrantes. Cada um destes recebeu uma
gota (+30 puL) de suspensdo de conidios (+10° conidios.mL™), adicionada ou ndo dos agentes
de controle. Na avaliacdo, contou-se 50 conidios por quadrante, pela observacdo em
microscopio Optico. Foi considerado germinado quando o tubo germinativo apresentava
tamanho igual ou superior ao maior didmetro do conidio (EL GHAOUTH et al., 19923;
FRANCO, 1999; MERCIER et al., 2001).

No segundo ensaio, apos solidificacdo do meio de cultivo (BDA),
cada placa recebeu, na parte central, um disco de 3 mm de didmetro contendo micélio de B.
cinerea, retirados da borda de coldnias provenientes de culturas com trés dias de cultivo
(EIKEMO et al., 2003). O crescimento micelial de B. cinerea foi determinado diariamente,
medindo-se o didmetro da col6nia em direcBes ortogonais, até que as colbnias do tratamento
testemunha atingissem a borda da placa (EL GHAOUTH et al., 1992a; TERRY; JOYCE,
2000; BAUTISTA-BARNOS et al., 2003; EIKEMO et al., 2003). O crescimento radial foi
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obtido através da subtracdo da medida do disco de miceélio (3 mm) da media final do diametro
da coldnia, dividido por dois.

As placas, uma como unidade experimental, foram mantidas a +22°C
sob alterndncia de luz (12 h) até a germinacdo dos conidios ou crescimento do micélio. Para
ambos os ensaios 0 delineamento foi inteiramente casualizado com um nUmero variavel de

repetigdes (5 a 10).

5.4.1 Agaricus blazei e Lentinula edodes

Para avaliacdo do efeito dos extratos dos cogumelos na germinacgéo de
conidios de B. cinerea, adicionou-se a suspensdo de conidios 0s extratos aquosos dos
basidiocarpos nas propor¢oes de 0,0; 2,5; 5,0; 10,0; 20,0 ou 40,0 %. Utilizaram-se dez
repeti¢des por tratamento.

No segundo teste in vitro os extratos aquosos de basidiocarpos foram
incorporados em meio BDA acrescido de antibiético (clorotetraciclina — 100 pg.mL™ +
cloranfenicol — 100 ug.mL™) & 45 °C, nas proporcdes de 0,0; 2,5; 5,0; 10,0; 20,0 ou 40,0 % e,
vertidos em placas de poliestireno. Um ndmero de sete e seis repeticdes, respectivamente, para

A. blazei e L. edodes, foram utilizadas.

5.4.2 Quitosana

No primeiro ensaio, adicionou-se & suspensdo de conidios (+10°
conidios.mL™) de B. cinerea, solucdo de quitosana nas proporcdes de 0,0; 0,25; 0,5; 1,0; 1,5
ou 2,0 %. Posteriormente, para avaliagdo do produto sob o crescimento radial do fungo,
quitosana foi incorporada em meio BDA acrescido de antibi6tico (oxitetraciclina) a 45°C, nas
proporcdes de 0,0; 0,25; 0,5; 1,0; 1,5 ou 2,0 %. Utilizaram-se cinco e nove repeticdes por

tratamento no primeiro e segundo ensaio, respectivamente.
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5.4.3 Acido acético

Para verificar o efeito do vapor de &cido acético na germinacdo dos
conidios de B. cinerea, as placas (abertas), contendo a suspensdo de conidios, foram
submetidas a seis diferentes doses de vapor (0,0; 2,6; 5,2; 10,5 e 21,0 mg.L™) nos mesmos
tambores de 200 L utilizados para a vaporizacdo dos cachos de uva. Utilizaram-se seis
repeti¢des por tratamento.

No segundo ensaio, placas contendo disco de micélio do fungo, em
namero de dez por tratamento, foram incubadas no escuro a £22°C por sete horas para que 0
fungo iniciasse o desenvolvimento, antes de serem tratadas com as diferentes doses de &cido
acético (0,0; 2,6; 5,2; 10,5 e 21,0 mg.L™). Para ambos 0s ensaios, o tempo de vaporizacao foi
de 30 min & 25+1°C / 70-80 % UR.

5.4.4 Irradiacdo UV-C

No primeiro ensaio, submeteram-se as placas (abertas), contendo a
suspensdo de conidios de B. cinerea, a dez diferentes doses de irradiacdo: 0,00; 0,20; 0,40;
0,60; 0,84; 1,30; 2,40; 3,60; 4,80; 7,50 kJ.m™.

Para 0 segundo ensaio, os discos de micélio de B. cinerea foram
retirados da borda de coldnias provenientes de culturas monospdricas. Incubaram-se as placas
na auséncia de luz & £22°C por sete horas antes de serem tratadas com a UV-C. Os tratamentos
constaram das seguintes doses: 0,00; 0,20; 0,40; 0,60; 0,84; 1,30; 2,40; 3,60; 4,80; 7,50 kJ.m™.
Nos ensaios com irradiacdo UV-C, as placas irradiadas foram mantidas no escuro a +22°C até
a germinagdo dos conidios ou o crescimento radial do patdgeno. Utilizaram-se cinco

repeticdes por tratamento em ambos 0s ensaios.



54

6 RESULTADOS E DISCUSSAO

S&o apresentados a seguir os resultados dos ensaios in vivo e in vitro
do efeito dos agentes bidticos e abidticos no indice de doenga, crescimento micelial e
germinacdo de conidios de B. cinerea, além das avaliacBes dos parametros fisicos e fisico-

quimicos dos cachos de uva.
6.1 Agaricus blazei e Lentinula edodes
6.1.1 Efeito dos extratos dos basidiocarpos na protecédo de uva ‘Italia’
6.1.1.1 Tratamento pos-inoculacéo
Observando-se as Figuras 1 e 2 e o Apéndice 7, verifica-se que as
diferentes concentracdes dos extratos dos cogumelos A. blazei ou L. edodes aplicados em uva
‘Italia’, apds 4 h da inoculacdo com B. cinerea, ndo diferiram estatisticamente quanto ao

indice de doenca. Contudo, nota-se 0s menores valores de ocorréncia de podriddo nos cachos

tratados com extrato de A. blazei a 5 %, ao longo dos dias de avaliacdo. Reducdo esta



55

observada para o extrato do cogumelo L. edodes apenas na maior concentracdo (40,0 %). O
extrato de A. blazei nas concentragdes até 20,0 % foi mais eficiente que o de L. edodes na
reducdo do mofo cinzento em uva.

Extratos de L. edodes e de A. blazei conferiram protecdo local em
plantas de maracujazeiro contra o virus do endurecimento dos frutos (PWV) (DI PIERO
2003). O autor afirma que os extratos destes dois cogumelos podem ativar mecanismos de
defesa vegetal contra o virus do endurecimento dos frutos (PWV), mas ndo em magnitude
suficiente para proteger uma espécie de interesse econdémico que é invadida sistemicamente
pela virose. Da mesma forma que o obtido no patossistema em estudo (B. cinerea - uva
‘Italia”), o autor observou que isolados de L. edodes proporcionaram uma prote¢do menor em
relacdo a conferida por isolados de A. blazei em maracujazeiro. Ainda, a protecdo foi
dependente da concentracdo do extrato e do intervalo de tempo entre o tratamento e a
inoculagdo; concentragdes de extrato de L. edodes inferiores a 40,0 % néo foram eficientes em
reduzir a incidéncia da virose. Estes dados s&o semelhantes aos obtidos neste trabalho.

Por esta razdo, optou-se por utilizar o extrato de A. blazei no segundo
experimento (tratamento seguido de inoculacdo) na concentragdo de 5,0 % e, visto a menor
eficiéncia de controle e a inviabilidade econdmica do uso do extrato de L. edodes em doses
acima de 40,0 %, este n&o foi testado.

Indice de doenca (%)

Dias de armazenamento

0o0,00B825850m@:10,0 020,0 m40,0
ConcentragBes do extrato (%)

Figura 1. indice de doenga causada por Botrytis cinerea em cachos de uva ‘Italia’, inoculados
e apés 4 h tratados com diferentes concentracdes do extrato de Agaricus blazei.
Médias de dez repeticdes que ndo diferiram estatisticamente entre si (Tukey

P<0,05). Dados originais foram transformados em 4/x + 0,5, para analise estatistica.
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ConcentragBes do extrato (%)

Figura 2. indice de doenca causada por Botrytis cinerea em cachos de uva ‘Italia’, inoculados
e apos 4 h tratados com diferentes concentragcdes do extrato de Lentinula edodes.
Médias de dez repeticdes que ndo diferiram estatisticamente entre si (Tukey

P<0,05). Dados originais foram transformados em +/x + 0,5, para analise estatistica.

Os dados apresentados no Apéndice 8 mostram as condi¢cdes em que
os frutos apresentavam-se no inicio e ao final do experimento 1, ou seja, apés seis dias de
armazenamento sob condi¢fes ambiente. Verifica-se que dentro de cada linhagem de
cogumelo testada ndo houve diferenga entre os valores de acidez titulavel, pH, sélidos soltveis
e aparéncia da raquis. No entanto, para o parametro cor de baga, os dados indicam que 0s
frutos tratados com extrato de A. blazei a 10,0 % ficaram mais escuros, adquirindo tonalidade
marrom. Provavelmente, esta diferenca de cor ndo se deva ao tratamento com o extrato, mas a
variacao da prdpria amostra vinda do campo.

A senescéncia fisiologica das uvas & um fendmeno normal.
Eventualmente o tecido da polpa se torna pardo, o que d& as bagas brancas aparéncia parda
opaca. Nao ha uma explicagéo clara para a ocorréncia esporadica desta desordem, além disso,
0 inicio na mudanca da coloragdo pode ser acelerado por meio de estresses fisiologicos, tais
como danos mecanicos e temperaturas elevadas (NELSON, 1984c). Quanto ao parametro
aparéncia da raquis, esta se apresentava verde, fresca e tlrgida (nota 1) no inicio do
experimento, passando para predominantemente marrom a seca no final do armazenamento
(nota 4 - 5), independente do tratamento. As mudancas nas caracteristicas fisicas e fisico-

quimicas da uva devem-se ao processo de senescéncia que tem inicio na colheita dos cachos.
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Haja vista, que a uva € uma fruta ndo-climaterica, minimas alteracfes nos teores de sélidos
soliveis e acidez tituldvel podem ser decorrentes da respiracdo e da transpiracao,
considerando-se que a fruta apresenta alta relacdo superficie/volume, tornando-a muito

predisposta ao murchamento e secamento da raquis (BENATO, 2003a).

6.1.1.2 Tratamento pré-inoculacdo com Agaricus blazei

Os resultados do indice de doenca em cachos de uva tratados com
extrato do cogumelo A. blazei (5,0 %), 24, 48, 72 ou 96 antes da inoculac¢do dos cachos com B.
cinerea estdo apresentados na Tabela 1.

Constata-se que, o intervalo de tempo entre o tratamento e a
inoculacdo exerceu maior influéncia sobre o indice de doenca causada por B. cinerea do que o
fator tratamento (com ou sem extrato). Quanto ao fator tratamento, verifica-se que a aplicacéo
do extrato aquoso de A. blazei ndo resultou em protecdo eficiente da uva contra o patégeno,
tendo em vista que, quando aplicado 24, 48 ou 96 h antes da inoculagéo, o indice de doenga
ndo diferiu estatisticamente das respectivas testemunhas (sem extrato) e, ainda, quando
aplicado 72 h antes da inoculacdo, o indice de doenca foi significativamente maior que a
testemunha. Contudo, cachos de uva tratados com A. blazei, 96 h antes da inoculagéo,
apresentaram valores médios de indice de doenca significativamente menores do que cachos

tratados 72 h antes da inoculagdo com B. cinerea.
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Tabela 1. Efeito do extrato de Agaricus blazei (5,0 %), sobre o indice de doenca (%) em

cachos de uva °‘ltalia’, inoculados com Botrytis cinerea apds o tratamento e,
armazenados a 25+1°C / 80-90 % UR.

Intervalo de tempo entre tratamento e inoculagéo®

Dias de Trata/os 24 h 48 h 72 h 96 h Média
armazena/o - _
Com 10,17¥ Aa 9,84 ABa 12,84 Aa 5,30 Ba wx 9,53a
Agaricus ns
2 Sem 12,00 Aa 10,00 ABa 6,83 Bb 7,00 ABa * 8,96 a
Agaricus L
ns ns *x ns
Média 11,08 A 9,92 A 9,83 A 6,15 B
**
C.V. (%) 23,76
24 h 48 h 72h 96 h Média
Com 2200 ABa  2235ABa 32,67 Aa 1467Ba  ** 2292a
Agaricus ns
3 Sem 30,00 Aa 23,67 Aa 19,34 Ab 17,67 Aa ns 22,67 a
Agaricus L
ns ns el ns
Meédia 26,00 A 23,01 AB 26,00 A 16,17 B
*
C.V. (%) 25,32
24 h 48 h 72 h 96 h Média
Com 41,83 ABa 48,83 ABa 57,67 Aa 29,00 Ba ** 4433a
Agaricus ns
4 Sem 49,50 Aa 43,33 Aa 34,83 Ab 34,17 Aa ns 40,46 a
Agaricus L
ns ns *x ns
Média 45,67 A 46,08 A 46,25 A 31,58 A
*
C.V. (%) 22,42

¥ Média de dez repeticdes. Médias seguidas da mesma letra mailscula na linha e, minGsculas na
coluna, ndo diferem estatisticamente entre si (Tukey P<0,05). Dados originais foram transformados em

A/ X+ 0,5, para analise estatistica.

* Significancia do teste F da andlise de variancia para o efeito dos tratamentos sobre o indice de
doenca, n.s. = ndo significativo; *,** = significativo a 5 e 1% de probabilidade, respectivamente.
Interacdo = **, * e *, para 2, 3 e 4 dias de armazenamento, respectivamente.
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O Apéndice 9 apresenta os valores obtidos nas analises fisicas e
fisico-quimicas dos cachos de uva antes de serem submetidos aos tratamentos com o extrato
de A. blazei, a 5,0 %, com o intuito de verificar se todos os cachos tinham as mesmas
condicdes antes de receberem o tratamento, como se tivessem sido colhidos no momento do
tratamento, enquanto nos Apéndices 10a e 10b apresentam-se os dados das caracteristicas
fisicas e fisico-quimicas obtidos 24, 48, 72 ou 96 h apds os tratamentos com os extratos, ou
seja, no momento da inoculagcdo com B. cinerea.

Observando-se o Apéndice 9, nota-se que pelo fato dos cachos terem
sido mantidos sob refrigeragdo (1°C+1°C / 80-90 % UR) até o momento da inoculagéo, estes
ndo apresentaram diferencas na maioria das avaliaces fisicas e fisico-quimicas, o Unico
pardmetro a apresentar diferenca significativa foi a cor de baga. Os valores de Hue mostram
uma perda significativa da coloracdo verde, tendendo para o amarelo; por sua vez, o Croma
indica que as bagas ficaram mais opacas com 0 armazenamento. Rematales et al. (2003)
relatam que ndo houve mudancas no contetdo de solidos sollves e acidez titulavel em uva
‘Red Globe’ armazenada a 0°C por quatro dias. Quanto as analises realizadas no momento da
inoculagdo (Apéndices 10a e 10b), observa-se diferencas significativas apenas nos valores de
pH, porém, as diferencas sdao tdo infimas que seriam imperceptiveis ao paladar, além disso,
ndo correspondem a alteracGes de acidez titulavel, cujos valores ndo apresentaram diferencas
significativas.

Os resultados das analises fisicas e fisico-quimicas finais, de cachos
de uva ‘Italia’ tratados com extrato de A. blazei (5,0 %) e, apds 24, 48, 72 ou 96 h inoculados
com B. cinerea, encontram-se nos Apéndices 11a e 11b, onde verifica-se que 0s parametros
solidos sollveis, acidez titulavel e pH, ndo diferiram estatisticamente da testemunha ao final
do experimento, ao contrario da cor de baga que mostrou diferenca no pardmetro L*
(luminosidade), entre cachos tratados 24 e 72 antes da inoculagdo, no parametro a* (verde-
vermelho) entre os cachos tratados ou ndo com o extrato 48 h antes da inoculacéo e entre 0s
cachos tratados, independente do momento e, no pardmetro b* (azul-amarelo), entre os cachos
tratados ou ndo com o extrato de A. blazei. Quanto a aparéncia da raquis, em todos os

tratamentos, inclusive na testemunha, os cachos apresentavam raquis marrom e seca (nota 5).
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Assim sendo, novas pesquisas deverdo ser conduzidas com o objetivo
de se explorar melhor a viabilidade do uso dos extratos dos basidiocarpos de L. edodes e A.
blazei, uma vez que estes tém demonstrado resultados satisfatorios em outros produtos
vegetais. Talvez ndo s6 o0 uso dos extratos brutos, mas fragdes obtidas a partir destes extratos,
possam ser utilizadas isoladamente, ou em combinacdo com outros métodos de controle do
mofo cinzento em uva. Infelizmente no Brasil, a producdo de cogumelos comestiveis ainda é

escassa, 0 que eleva o custo do produto comercializado.

6.1.2 Efeito dos extratos de Agaricus blazei e Lentinula edodes in vitro na

germinacao de conidios e no crescimento micelial de Botrytis cinerea

De modo significativo os extratos brutos de ambos os basidiocarpos
estimularam a germinacdo dos conidios em todas as concentracBes testadas (Figura 3 e
Apéndice 12). Os conidios foram considerados germinados quando o tratamento atingiu 80 %
ou mais de germinacdo, o0 que ocorreu apos 8 h de terem sido submetidos aos tratamentos.
Dados semelhantes foram constatados por Piccinin (2000), que verificou, ao utilizar
preparacgdes de filtrado de basidiocarpo autoclavado de L. edodes, que houve um estimulo na
germinag&o de esporos de Colletotrichum sublineolum.

Segundo Di Piero (2003), os extratos dos basidiocarpos,
principalmente os de A. blazei, estimularam a germinacdo in vitro de esporos de C.
lagenarium, e provocaram aumento no comprimento do tubo germinativo desses esporos em
relacdo aos que germinaram no tratamento testemunha. Além disso, os isolados LE 95/01 e LE
96/22 de L. edodes, utilizados a 10,0 % (v/v), ndo apresentaram efeito in vitro sobre
Xanthomonas campestris pv. vesicatoria, quando esta foi empregada nas concentracfes de
0,15 ou 0,05 unidades de absorbancia (U.A.), enguanto os isolados ABL 97/11 e
principalmente ABL 99/28 de A. blazei estimularam o crescimento bacteriano em ambas as
concentragcbes, mostrando que, nestas situagOes, o aspecto nutricional dos extratos de
basidiocarpos superou qualquer composto antibidtico que pudesse estar presente nos mesmos.

Adversamente, resultados positivos foram obtidos por Fiori et al.
(2001; 2002), que verificaram o efeito do extrato bruto de L. edodes na inibi¢do da germinagéo

de esporos de Puccinia recondita f. sp. tritici; entretanto, o extrato bruto obtido a partir do A.
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blazei ndo inibiu a germinagdo de esporos de B. sorokiniana, embora ambos os extratos

tenham sido capazes de induzir o acimulo de fitoalexinas em cotilédones de soja.

10, p LD a° a”B 4AB  BC
?E go b
g 60 -
o 40
S 20 -
Z
5 0 -
© 0,0 2,5 5,0 10,0 20,0 40,0
Concentracdes de extratos dos cogumelos (%)
B Agaricus blazei O Lentinula edodes

Figura 3. Efeito de diferentes concentracdes de extratos dos cogumelos, in vitro, sobre a
germinagdo de conidios de Botrytis cinerea, ap6s 8 h. Média de dez repeticdes.
Médias seguidas de mesma letra, minuscula para Agaricus blazei e maidscula para
Lentinula edodes, ndo diferem significativamente entre si (Tukey P<0,05).

A avaliacdo do efeito dos extratos dos basidiocarpos sobre o
crescimento micelial de B. cinerea revelou que, A. blazei, assim como no teste de germinacéo
dos conidios, estimula o crescimento micelial do patdogeno em doses superiores a 2,5 % de
modo significativo, porém, com 96 h todos os tratamentos assemelharam-se a testemunha
(Figura 4 e Apéndice 13). Uma das hip6teses para explicar o estimulo, tanto na germinagdo
dos conidios como no crescimento micelial seria a presenca ndo s6 de proteinas de alto valor
bioldgico encontradas na composicao dos cogumelos, como também de vitaminas e elementos
quimicos tais como fosforo, magnésio, célcio, ferro, entre outros (URBEN; OLIVEIRA,
1998), que podem ter estimulado o crescimento do patdgeno.

Por conseguinte, L. edodes mostrou-se eficiente em retardar o
crescimento micelial de B. cinerea na dose igual ou superior a 10,0 %, mas o efeito da
concentracdo se tornou menos significativo com o passar do tempo, uma vez que, 96 h apos a
inoculagdo das placas, apenas a concentracdo de 40,0 % diferiu da testemunha (Figura 5 e
Apéndice 14).
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Figura 4. Efeito de diferentes concentracbes de extratos do Agaricus blazei sobre o
crescimento micelial de Botrytis cinerea. Média de sete repeticdes. Médias seguidas
de mesma letra ndo diferem significativamente entre si (Tukey P<0,05).
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Figura 5. Efeito de diferentes concentracbes de extratos do Lentinula edodes sobre o
crescimento micelial de Botrytis cinerea. Média de seis repeticdes. Médias seguidas
de mesma letra ndo diferem significativamente entre si (Tukey P<0,05).

Estes resultados vdo ao encontro aos apresentados por Di Piero

(2003), onde extratos aquosos de L. edodes, incorporados ao BDA a 5,0 %, reduziram o
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crescimento micelial de C. lagenarium, porém, o efeito apesar de significativo
estatisticamente, foi pouco pronunciado. A 10,0 %, ndo houve efeito dos extratos de L. edodes,
bem como de A. blazei sobre o crescimento micelial do fitopatdgeno.

Verifica-se, de modo geral, que o extrato de A. blazei ndo inibiu o
crescimento micelial e a germinagédo de conidios de B. cinerea, in vitro, poréem, os resultados
obtidos no ensaio 2, in vivo, onde o extrato do basidiocarpo foi aspergido em cachos de uva
‘Italia’ mostram controle da doenca, embora ndo significativo, quando aplicado 96 h antes dos
cachos serem inoculados com o patdgeno. Isso indica uma possivel ativacdo de mecanismos

de resisténcia no tecido dos frutos.

6.2 Quitosana

6.2.1 Efeito da solucdo de quitosana na protecao de uva ‘Italia’

6.2.1.1 Tratamento pos-inoculacéo

As diferentes concentracdes de quitosana quando aplicadas 4 h ap6s a
inoculacdo dos cachos de uva, foram eficientes em reduzir o indice de doenga causado por B.
cinerea (Tabela 2 e Apéndice 15). Nota-se que, com excecdo da concentracdo de 0,25 % de
quitosana, de um modo geral, as demais reduziram o indice de doenca comparados aos indices
obtidos em cachos ndo tratados; sendo observados os menores valores de ocorréncia de
podriddo nos cachos tratados com 1,5 e 2,0 % de quitosana ao longo dos dias de avaliagéo.
Nos quatro primeiros dias de armazenamento, as doses de 15 e 2,0 % diferiram
significativamente da testemunha, sendo esta diferenca menos acentuada nos dois Ultimos dias

de avaliacéo.
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Tabela 2. indice de doenca (%) em cachos de uva ‘lItalia’, inoculados com Botrytis cinerea e
tratados, por aspersdo, apés 4 h, com diferentes concentracbes de quitosana e
armazenados por 6 dias a 25+1°C / 80-90 % UR.

Dias de armazenamento

Tratamentos 2 3 4 5 6

(%)

0,00 16,33* a 36,83 a 67,33 a 82,00 a 91,17 ab
0,25 18,33 a 40,67 a 70,83 a 84,34 a 97,50 a
0,50 16,17 a 33,17 ab 61,83 a 86,33 a 91,17 ab
1,00 13,50 ab 29,83 abc 54,50 ab 82,00 a 90,17 ab
1,50 10,33 b 23,67 bc 4150 b 70,33 a 79,00 b
2,00 10,00 b 21,67c 40,33 b 64,67 a 76,67 b

C.V. (%) 30,68 26,67 23,78 23,75 15,57

* Média de dez repetigdes. Médias seguidas da mesma letra minGscula na coluna, ndo diferem
estatisticamente entre si (Tukey P<0,05). Dados originais foram transformados em /x+ 0,5, para
anélise estatistica.

El Ghaouth et al. (1991a) ndo verificaram qualquer efeito adicional no
controle de B. cinerea em morangos com o0 aumento na concentracdo de quitosana de 1,0 para
1,5 %. Como a quitosana tem a capacidade de inibir o crescimento de varios fungos, induzir a
producéo de quitinase e eliciar a producéo de fitoalexinas no tecido do hospedeiro, os autores
sugeriram que o controle da doenca em morangos pode ser devido a propriedade fungistatica
da quitosana ou pela sua habilidade de induzir enzimas de defesa (quitinase e -1,3-glucanase)
e fitoalexinas, ou a combinagdo de mais de um modo de acdo. Os mesmos autores em 1992
(@), também trabalhando com morango, ndo obtiveram reducdo adicional nas doencas
causadas por B. cinerea e R. stolonifer quando a concentragdo de quitosana foi aumentada de
10 para 15 mg.mL™. Desta vez os autores afirmavam que o controle da doenca parece estar
mais relacionado a propriedade fungistatica da quitosana do que a sua habilidade de induzir
enzimas de defesa tais como quitinase, quitosanase e B-1,3-glucanase, tendo em vista que estas
enzimas nao foram estimuladas (EL GHAOUTH et al., 1992a).
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Zhang e Quantick (1997) afirmam que o aumento na concentracdo de
quitosana ndo aumentou significativamente o controle do escurecimento ou das doengas em
pos-colheita de lichias. O mesmo foi constatado por Eikemo et al. (2003), onde as menores
concentracdes de quitosana (10 e 50 pg i.a./planta) resultaram em menor indice de doenca
comparadas com concentragdes maiores (250 e 1000 pg i.a./planta).

Os dados apresentados no Apéndice 16 mostram as condi¢des em que
0s cachos apresentavam-se no inicio e ao final do experimento 1, ou seja, apos seis dias de
armazenamento sob condigdes ambiente. Verifica-se que ndo houve diferenga entre os valores
de acidez titulavel, pH, solidos sollveis e aparéncia da raquis. Tendo em vista que uvas
possuem baixa quantidade de amido, seu conteldo de aglcar ndo aumenta significativamente
apos a colheita (KANELLINS; ROUBELAKIS-ANGELAKIS, 1993). Em alguns casos, o
aumento nos conteudos de sélidos sollveis e acidez titulavel pode coincidir com a perda de
massa dos cachos durante o armazenamento, sendo provavel que o suco das bagas torna-se
concentrado pela perda de agua (KANELLINS; ROUBELAKIS-ANGELAKIS, 1993). Para o
parametro cor de baga, os dados indicam uma variacdo de tonalidade entre os cachos dos
diferentes tratamentos, onde cachos tratados com 0,5 e 2,0 % apresentaram-se mais verdes.
Provavelmente, esta diferenga de cor ndo se deva ao tratamento com a quitosana, mas a
variacdo da propria amostra. De maneira semelhante, a aplicacdo de quitosana ndo influenciou
no contetido de sélidos solUveis ou porcentagem de perda de massa durante 0 armazenamento
de mamdes em temperatura ambiente (BAUTISTA-BANOS et al., 2003). Quanto ao
parametro aparéncia da raquis, esta apresentava-se verde, fresca e tdrgida (nota 1) no inicio do
experimento, passando para predominantemente marrom a seca no final do armazenamento (+
4), independente do tratamento.

Embora ndo tendo sido avaliada, sabe-se que uma das principais
causas de perdas de uvas de mesa na pods-colheita advém da sua alta suscetibilidade a
desidratacio (MORALES, 1984; GONZALEZ et al., 2003), principalmente quando
armazenadas por longos periodos. Neste sentido, EI Ghaouth et al. (1991b) mostraram que
pimentdes e pepinos tratados com 1,0 e 1,5 % de quitosana apresentaram menor perda de
massa quando armazenados a 13 ou 20°C. Conseqiientemente, 0 emprego de quitosana em

cachos de uva visando o controle de B. cinerea e da desidratacdo dos cachos apresenta-se
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como uma medida promissora, pois, ambos podem aumentar as perdas quantitativas e
qualitativas desta fruta em pds-colheita.

Cachos de uva tratados com quitosana ndo apresentaram qualquer
sinal aparente de fitotoxicidade, como observado por outros autores em morangos, péras,
Kiwis, pimentdes (EL GHAOUTH et al., 1991a; DU et al., 1997; EL GHAOUTH et al., 1994).
Embora a andlise de cor realizada com auxilio do colorimetro ndo tenha mostrado claramente,
as uvas tratadas com as maiores concentracfes de quitosana ficaram brilhantes (Figura 6); o
mesmo foi observado por Romanazzi et al. (2002), também em uva ‘Italia’.

Pelo fato das maiores concentragfes apresentarem 0s melhores
resultados de controle da doenca, optou-se por utilizar a solucdo de quitosana no segundo

experimento (tratamento-inocula¢do) na concentracdo de 1,5 %.

Figura 6. Cachos de uva ‘Italia’ tratados com solucdo de quitosana a 2,0 % (B) e testemunha
(A).



67

6.2.1.2 Tratamento pré-inoculacéo

Observando-se a Tabela 3, constata-se que os fatores intervalo de
tempo entre o tratamento e a inoculacgdo e tratamento (com ou sem quitosana) nao exerceram
influéncia significativa sobre o indice de doenca causada por B. cinerea. De maneira geral, no
decorrer dos dias de avaliagcdo nota-se, embora ndo significativa, reducdo no indice de doenca
em cachos tratados com solugéo de quitosana 24 ou 48 h antes da inocula¢do com o patdgeno,
porém quando inoculados 72 ou 96 h ap6s o tratamento, o indice de doenca em cachos
tratados foi maior do que nos néo tratados com solucéo de quitosana.

Em magds, Capdeville et al. (2002) constataram o efeito positivo das
concentragbes de 1 e 2 % de quitosana no controle do mofo azul (Penicillium expansum),
quando os frutos foram tratados 48 ou 96 h antes da inoculacdo. Em geral, o simples
tratamento dos frutos com quitosana foi ligeiramente melhor ou igual ao tratamento com
quitosana combinado com outros agentes (UV-C, harpina, Candida saitoana).

Ben-Shalom et al. (2003) obtiveram reducéo de 65 % na incidéncia de
mofo cinzento (B. cinerea) em plantas de pepino tratadas com quitosana 1 h antes da
inoculagdo com o patégeno.
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Tabela 3. Efeito da solucdo de quitosana (1,5 %), sobre o indice de doenga (%) em cachos de
uva ‘Italia’, inoculados com Botrytis cinerea apds o tratamento e, armazenados a

25+1°C/80-90 % UR.

Intervalo de tempo entre tratamento e inoculagéo®

Dias de Trata/os 24 h 48 h 72 h 96 h Média
armazenal/o
Com Quitosana 8,00Y 4,67 6,50 5,00 6,04a ns
2 Sem Quitosana 8,17 6,33 7,50 4,67 6,67 a
Média 8,08 A 550 A 7,00 A 4,83 A
ns
C.V. (%) 64,45
24 h 48 h 72h 9 h Média
Com Quitosana 23,50 17,00 24,50 16,67 20,42 a ns
3 Sem Quitosana 24,17 19,83 23,67 14,50 20,54 a
Média 23,83A 18,42 A 2408 A 1558A
*
C.V. (%) 50,20
24 h 48 h 72h 96 h Média
Com Quitosana 50,67 39,33 53,83 39,83 45,92 a ns
4 Sem Quitosana 56,00 46,00 52,17 36,50 47,67 a
Média 53,33A 4267 A 53,00A 3817 A
*
C.V. (%) 40,77

¥ Média de dez repeticdes. Médias seguidas da mesma letra mailscula na linha e, minGsculas na
coluna, néo diferem estatisticamente entre si (Tukey P<0,05).

? Significancia do teste F da analise de variancia para o efeito dos tratamentos sobre indice de doenca,
n.s. = nao significativo; *,** = significativo a 5 e 1 % de probabilidade, respectivamente.

Interacdo = ns, para todos os dias de armazenamento.

Conclusivamente, com base nos resultados obtidos nos dois ensaios,
inoculagdo antes ou apds o tratamento com quitosana, é possivel inferir que a solucdo de
quitosana teve maior efeito curativo do que protetor em uva ‘Italia’ contra B. cinerea, em vista

de sua maior eficiéncia quando aplicada apos a inocula¢do com o patdgeno.
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O Apéndice 17 apresenta os valores obtidos nas analises fisicas e
fisico-quimicas dos cachos de uva antes de serem submetidos aos tratamentos com a solucéo
de quitosana a 1,5 % com o intuito de verificar se todos tinham as mesmas condic¢des antes de
receberem o tratamento, como se tivessem sido colhidos no momento do tratamento. Observa-
se que pelo fato dos cachos terem sido mantidos sob refrigeracdo (1+1°C / 80-90 % UR) até o
momento da inoculacdo, estes ndo apresentaram diferencas na maioria das avaliagdes fisicas e
fisico-quimicas, sendo que os Unicos parametros a mostrarem diferenca significativa foram o
pH e a cor das bagas. As diferencas significativas observadas nos valores de pH sdo tédo
infimas que seriam imperceptiveis ao paladar, além disso, ndo corresponde a alteracGes de
acidez titulavel, cujos valores ndo apresentaram diferencas significativas. Quanto a cor das
bagas, os valores de L* e Hue ndo mostram diferenca significativa entre os cachos
armazenados por diferentes momentos, enquanto o Croma indica que as bagas tratadas com
quitosana 96 h antes da inoculagdo tornaram-se mais escuras com o armazenamento.

Apos a colheita, normalmente, existem poucas mudancas na cor de
bagas de uvas brancas, as quais sdo na realidade verde-amareladas devido a presenca de
carotenoides. Durante longo periodo de armazenamento, ou devido a abrasdo, as bagas podem
escurecer. Em uvas muito maduras, no caso da cultivar Italia é caracterisitico, apds quatro a
seis semanas de armazenamento as bagas adquirirem uma coloracdo levemente marrom,
perdendo o seu valor comercial (GORGATTI NETTO et al., 1993). Por sua vez, a raquis é
altamente suscetivel ao escurecimento e isto tem causado rapida perda de qualidade devido a
aparéncia do cacho. Em ambos 0s casos, 0 escurecimento pode estar ligado a desidratacdo
(LYDAKIS; AKED, 2003b).

Takeda et al. (1983) ndo verificaram mudancas nos valores de solidos
sollveis, acidez titulavel, aglcares e pH em uvas ‘Muscadine’ armazenadas a 20, 4,5 e 0°C.
Mas, as doengas aumentaram rapidamente nos frutos mantidos na maior temperatura.

Os Apéndices 18a e 18b apresentam os dados das caracteristicas
fisicas e fisico-quimicas obtidos 24, 48, 72 ou 96 h ap0s os tratamentos com quitosana, ou
seja, no momento da inoculagdo com B. cinerea. Nota-se que os cachos tratados com
quitosana apresentaram valores maiores de L* (luminosidade), este fato justifica-se com base

na Figura 6, onde visivelmente os cachos ficaram mais brilhantes. O pardmetro b* da cor de
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baga, tanto no momento da inoculacdo como no final do experimento (Apéndices 18a e 19a)
mostra que cachos de uva tratados com quitosana tiveram menor alteragdo de cor que 0s nédo
tratados, ou seja, a quitosana retardou a senescéncia dos cachos. As diferencas observadas em
a*, aparéncia da raquis e pH no momento da inoculacdo deve-se ao fator intervalo de tempo
entre tratamento e inoculacdo e ndo ao tratamento (com ou sem quitosana).

No final do experimento (Apéndices 19a e 19b), com excecdo da
diferenca na cor de baga (b*) ja abordada anteriormente, todos os demais pardmetros
mostraram-se semelhantes estatisticamente entre cachos tratados ou ndo com quitosana,

independente do momento de tratamento.

6.2.2 Efeito da solugdo de quitosana in vitro na germinacédo de conidios e no

crescimento micelial de Botrytis cinerea

E sabido que quitosana interfere no crescimento de varios fungos
fitopatogénicos, incluindo B. cinerea (EL GHAOUTH et al., 1994). O crescimento micelial de
B. cinerea, foi completamente inibido pelas concentracBes de quitosana de 0,5;1,0;15¢e
2,0 % durante o periodo de incubacdo de cinco dias a 22+1°C, enquanto que, no decorrer do
experimento, notou-se que no meio acrescido de 0,25 % de quitosana o fungo B. cinerea
formou colbnias compactas com micélio aéreo crescendo verticalmente e, 0 mesmo patdgeno
crescendo em meio ndo acrescido de quitosana (testemunha) formou coldnias amplas, as quais
aderiram a superficie do meio (Figura 7). A mesma caracteristica de crescimento foi observada
para 0 patdgeno Mucor racemosus crescido em meio suplementado com 1 g.L™ de quitosana
(ROLLER; COVILL, 1999) e, para B. cinerea e R. stolonifer crescidos nas concentragdes de
quitosana maiores que 1,5 mg.mL™ (EL GHAOUTH et al., 1992a). A diferenca qualitativa na
morfologia das colbnias de B. cinerea crescidas com ou sem quitosana em meio BDA sugerem
que o microrganismo procurou crescer longe da superficie na tentativa de evitar o contato
direto com o efeito toxico da quitosana. Com base nas observacdes deste e de outros trabalhos
(ROLLER; COVILLI, 1999), pode-se inferir que a atividade antimicrobiana da quitosana
contra fungos pode ser melhorada pelo maior contato entre a quitosana e 0 microrganismo ao

qual pretende-se controlar.
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Figura 7. Crescimento micelial de Botrytis cinerea em meio BDA, ap6s cinco dias de
incubacdo a 22+1°C. Placas superiores, sem adi¢cdo de quitosana e; placas inferiores,
meio BDA acrescido de 0,25 % de quitosana.

Resultados obtidos por Roller e Covill (1999), onde meio de cultura
acrescido de 2 g.L™ de quitosana foi exposto a 121°C por 10, 15, 20, 25 ou 30 min, sugerem
que a atividade antimicrobiana da quitosana ndo foi afetada pelo processo de autoclavagem do
meio por até 30 min.

Quanto aos efeitos da quitosana na germinagdo dos conidios, notou-se
que conidios suspensos apenas em agua destilada esterilizada (testemunha) germinaram apos
8 h de incubacdo a 22+1°C. Por sua vez, conidios tratados com quitosana, independente da
concentragdo, germinaram apos 24 h (Apéndice 20). Embora sendo considerados germinados,
pdde-se observar que os conidios submetidos a solucdo de quitosana apresentaram hifas

atrofiadas, mais espessas e muitas vezes com ramificacao excessiva (Figura 8).
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Figura 8. Efeito da solucdo de quitosana na germinagdo de conidios de Botrytis cinerea, 24 h
apos o tratamento com 1,5 % de quitosana (A) e testemunha (B). Aumento de 20x.

Estudos mostram que sob concentracdo relativamente baixa (20-30
ng.mL™), a quitosana causou inibicdo de 50 % na germinacéo de conidios de B. cinerea e,
quase total inibicdo foi observada a 50 pg.mL™ (BEN-SHALOM et al., 2003). Assim como
mostrado neste trabalho, Ben-Shalom et al. (2003) também observaram que a quitosana
reduziu a elongacdo do tubo germinativo. Quitosana inibiu a germinacéo de macroconidios de
Fusarium solani f. sp. pisi e F. solani f. sp. phaseoli na concentracdo de 8 e 4 ug.mL™*
(KENDRA et al., 1989).

Quitosana inibiu a germinagéo de esporos e o crescimento micelial de
B. cinerea e R. stolonifer. Completa inibicao, todavia, ndo foi obtida com a concentracdo de 6
mg.mL™, indicando que o modo de agdo da quitosana é mais fungistatico do que fungicida
(EL GHAOUTH et al., 1992a). R. stolonifer mostrou-se mais sensivel do que B. cinerea a
quitosana e, concentraces maiores do que 1,5 mg.mL™ induziram mudancas morfolégicas em
R. stolonifer caracterizadas pela excessiva ramificacdo das hifas, quando comparado a
testemunha (EL GHAOUTH et al., 1992a), indicando que o efeito da quitosana pode variar
com o fungo.

Quitosana a 2,0 e 3,0 % exerceu efeito fungicida contra C.
gloeosporioides. Mudancas morfoldgicas nos conidios foram observadas com a concentragdo
de 1,5 % de quitosana ap6s 7 h de incubacdo (BAUTISTA-BARNOS et al., 2003). Por sua vez,

0 exame do tecido de pimentdes tratados com quitosana e inoculados com B. cinerea revelou
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que as celulas do patdgeno apresentavam varios graus de desorganizacdo celular, desde
vacuolizacao até completa desintegracdo do protoplasma (EL GHAOUTH et al., 1997).

Zygosaccharomyces bailii foi exposta a duas concentragdes de
quitosana (5,0 e 0,5 g.L™") sob temperatura ambiente para verificacio de mudancas
morfoldgicas. Na presenca de 5,0 g.L™ de quitosana, a levedura apresentou evidéncias de
plasmolise dentro dos primeiros 45 segundos de exposicdo a quitosana e este efeito
permaneceu inalterado nos préximos 60 min. Quando exposta a 0,5 g.L™ de quitosana, similar
reacao foi observada, mas, ap6s 10 min uma pequena proporcao da levedura demostrou reacéo
de desplasmdlise e retomou sua aparéncia normal. Isto evidencia que, sob baixas
concentracdes os efeitos antiflngicos da quitosana foram reversiveis (ROLLER; COVILL,
1999). De acordo com Hirano e Nagao, (1989), o aumento na concentracdo deste composto
resulta em aumento no grau de inibicdo do crescimento de fitopatdgenos.

A quitosana pode ligar-se ao DNA e a inibicdo da sintese de mRNA
ocorrer via penetracdo do produto no nucleo do microrganismo, interferindo também com a
sintese de proteinas (SHAHIDI et al., 1999). O mecanismo de inibi¢cdo do crescimento de
patdgenos pela quitosana difere do mecanismo utilizado pelos fungicidas sintéticos (HIRANO;
NAGAO, 1989). O crescimento micelial e a morfologia dos conidios neste e em outros
trabalhos, com diferentes fungos, foram afetados pela quitosana, indicando que este produto
atua em varios estadios de desenvolvimento dos patdgenos, inclusive de B. cinerea.

Baseado nos resultados dos estudos in vitro e, no primeiro ensaio in
vivo, inoculacgdo seguida de tratamento com quitosana, ressalta-se a inibi¢cdo do mofo cinzento
em uva como funcdo da propriedade fungistatica da quitosana, sendo que suas propriedades
eliciadoras requerem mais estudos.

O sucesso na aplicacdo de qualquer agente antimicrobiano na
conservagdo de alimentos depende de inumeros fatores. O adequado controle do crescimento
microbiano em alimentos utilizando quitosana pode requerer um extenso conhecimento dos
fatores que determinam a eficiéncia do produto, incluindo o efeito do pH, temperatura,
patdgeno, outros preservativos, composic¢ao do alimento, etc. (ROLLER; COVILL, 1999).

Jiang e Li (2001) sugerem que o tratamento com quitosana para

controle de doencas pode ser viavel em frutos armazenados por curtos periodos ou para o
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transporte e distribuicdo a curtas distancias. Porém, para longos periodos de armazenamento, a
combinacdo de quitosana com uma dose parcial de fungicidas parece ser mais adequado.
Embora os resultados com a aplicacdo de quitosana em pdés-colheita
para o controle de B. cinerea em uva tenha apresentado resultados promissores, pela
caracteristica quiescente do patégeno e pelas desvantagens de se molhar os cachos na pos-
colheita, novas pesquisas deverdo juntar-se a de Romanazzi et al. (2002) para se avaliar o
efeito da aplicacdo de quitosana no campo sobre o desenvolvimento do B. cinerea em pos-

colheita de uvas de mesa, em escala comercial.
6.3 Acido acético
6.3.1 Efeito da vaporizacéo de &cido acético na protecdo de uva ‘Italia’
6.3.1.1 Tratamento po6s-inoculacao

Os resultados de indice de doenca obtidos no ensaio onde diferentes
doses de &cido acético foram utilizadas para vaporizacdo de cachos de uva previamente
inoculados com B. cinerea constam na Tabela 4 e Apéndice 21. Nota-se que durante os dias de
avaliacdo, todas as doses empregadas exerceram influéncia significa na reducdo do indice de
doenca comparadas a testemunha. No segundo dia de armazenamento, além dos cachos
vaporizados com éacido acético diferirem da testemunha, apresentando menor indice de
doenca, os tratamentos onde se empregou 5,2 e 21,0 mg.L™ diferiram significativamente entre
sei, com 4,5 % e 0,0 % de doenca, respectivamente.

A reducdo ou simplesmente o atraso no desenvolvimento da doenca
quando os cachos foram submetidos ao vapor de acido acético pode ser devido a sobrevivéncia
de conidios dormentes de B. cinerea que normalmente germinam mais lentamente. Aharoni e
Stadelbacher, em 1973, fizeram a mesma suposicdo para justificar o atraso no

desenvolvimento de diversos patdgenos submetidos ao vapor de acetalceido.
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Tabela 4. indice de doenca (%) em cachos de uva ‘Italia’, inoculados com Botrytis cinerea e,
apos 4 h vaporizados com diferentes doses de acido acético, armazenados por seis
dias a 25+1°C / 80-90 % UR.

Dias de armazenamento

Tratamentos 2 3 4 5 6
(mg.L™)
0,0 11,17*a 35,67 a 60,50 a 71,33 a 72,17 a
2,6 1,17 bc 400b 13,33 b 15,83 b 1850 b
5,2 450b 12,33 b 20,83 b 2750 b 28,67 b
10,5 1,33 bc 6,00 b 1150b 15,00 b 17,00 b
21,0 0,00 c 6,50 b 8,50 b 1350 b 15,17 b
C.V. (%) 43,43 39,86 40,89 42,25 40,42

* Média de dez repeticdes. Médias seguidas da mesma letra mnusculas na coluna, nao diferem
estatisticamente entre si (Tukey P<0,05). Dados originais foram transformados em /x+ 0,5, para
andlise estatistica.

Moyls et al. (1996) verificaram que a vaporizacdo de cachos de uva
com 8,0 mg.L™" de 4cido acético, seguida do armazenamento por 74 dias a 0°C reduziu a
porcentagem de podriddo causada por B. cinerea de 94 % na testemunha para 2 %, sem
qualquer sinal de fitotoxicidade. A fumigacao com 2,0 ou 4,0 mg.L™ de 4cido acético preveniu
uvas, macas, kiwis, péras e tomates inoculados com B. cinerea e, macas, laranjas e péras
inoculadas com P. expansum da deterioracdo (SHOLBERG; GAUNCE, 1995). Vapor de acido
acético a 1,4 ou 2,7 mg.L™ preveniu a deterioracdo de péssegos por conidios de Monilinia
fructicola ou R. stolonifer, respectivamente (SHOLBERG; GAUNCE, 1996).

Inicialmente os cachos apresentavam teores médios de solidos
soltveis de 14,3 °Brix, acidez titulavel de 0,54 g de 4cido tartarico.100 mL™ de suco e pH de
3,69. Ao final do quarto dia de armazenamento, todos os cachos, independente do tratamento
apresentavam raquis com coloragdo predominantemente marrom. Ainda, neste momento, 0s
tratamentos ndo diferiram entre si quanto a cor das bagas (L*, a* e b*) (dados ndo
apresentados). Sholberg et al. (1996), da mesma forma, ndo verificaram diferencas
significativas nos parametros solidos sollveis, acidez titulavel, pH, cor das bagas e
desidratacdo da raquis, em uvas vaporizadas com &cido acético (0,18; 0,27 ou 0,60 %); pelo

contrario, uvas vaporizadas tiveram menos podriddo causada por Botrytis do que a
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testemunha, sendo a vaporizagdo com acido aceético téo eficiente quanto a fumigagdo com SO,
aplicada em doses comerciais. Entretanto, o aumento na freqiéncia de vaporizacdo ndo
aumentou a eficiéncia do tratamento.

De acordo com Sholberg et al. (1996) a vaporizacdo com é&cido
acetico ndo afeta negativamente a composicdo dos cachos quando comparados com o
tratamento com SO, pelo contrério, previne o flavor desagradavel por inibir
significativamente a populagdo de fungos e bactérias presentes na superficie das bagas, 0s
quais produzem etanol e &cido acético (SHOLBERG et al., 1996).

Sholberg et al. (2000) afirmam que o é&cido acético glacial foi
aproximadamente 14 vezes mais eficiente do que o vinagre contendo 5 % de &acido acético, no
controle de P. expansum em maca e concluiram que o controle da doenca foi proporcional ao
contetdo de acido acético. Em varios trabalhos (SHOLBERG; GAUNCE, 1995; SHOLBERG
1998; SHOLBERG et al., 2001), os autores sugerem que o vapor de &cido acético inicialmente
esteriliza a superficie dos frutos. Por sua vez, em 1995, Sholberg e Gaunce, mostraram que
baixas concentragdes de vapor de acido acético no ar preveniram a germinacgdo de conidios de
B. cinerea e P. expansum e, evitaram a infecgdo de macés sem causar danos nos frutos. Da
mesma forma, o vapor de vinagres contendo de 4,2 % a 6,0 % de acido acético ndo causou
qualquer sintoma de fitotoxicidade em diferentes frutos como macd, pességo, morango
(SHOLBERG et al., 2000).

Embora néo tendo sido observado sintomas de fitotoxicidade neste
ensaio, assim como em varios outros frutos, uma das desvantagens do &cido acético € que,
assim como outros acidos orgénicos de cadeia curta, na forma de vapor pode ser
extremamente fitotoxico (SHOLBERG, 1998). Por exemplo, o uso de &cido acético em
péssego e nectarina é limitado, uma vez que, & partir da concentracdo de 2,7 mg.L™ pode
causar estrias escurecidas na superficie dos frutos (SHOLBERG; GAUNCE, 1996). Em
bananas, o0 uso de altas concentracGes de &cido acético (0,3 % e 0,4 %) resultaram em
escurecimento e necrose na casca, a qual avancou até o surgimento de lesdes de antracnose
(PERERA; KARUNARATNE, 2001).

A hipdtese de que o baixo pH proporcionado pelo tratamento com
vapor de 4cido acético seja a causa dos sintomas de fitotoxicidade (bronzeamento) na casca de

péssegos, foi sugerida por Sholberg e Gaunce (1996). Sob condicBes de baixo pH, os cations
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sdo ionizados e ficam livres na agua presente na superficie dos frutos, podendo entrar nos
frutos através de areas danificadas. Estes ions podem unir-se com antocianinas ou mais
provavelmente com taninos, resultando no escurecimento dos tecidos. Isto mostra que frutos
podem ser vaporizados com concentracOes relativamente altas de acido acético sem resultar
em fitotoxicidade, mas para isso precisam estar secos e livres de condensacdo de agua na
superficie até que o &cido acético residual seja dissipado.

O controle das doencas, bem como a intensidade da fitotoxicidade,
dependem de vérios fatores, como: freqiiéncia de vaporizacdo; concentracdo de &cido acético;
quantidade de fruto; cultivar; umidade, temperatura e duragdo da fumigacdo (SHOLBERG et
al., 2001).

Visto a eficiéncia de controle da doenca no decorrer dos dias de
avaliacdo obtida em todas as doses de vapor de acido acético a que os cachos foram
submetidos, optou-se por utilizar a dose de 10,5 mg.L™ no segundo experimento (tratamento
seguido de inoculacdo). Embora a dose de 21,0 mg.L™" tenha apresentado valores médios
menores de indice de doenga, € sabido que doses acima do ideal podem ser fitotoxicas, causar
escurecimento da superficie de alguns frutos e, como ensaios prévios mostraram essa

possibilidade na uva ‘Italia’ submetida a doses elevadas, optou-se por uma dose mais segura.

6.3.1.2 Tratamento pré-inoculacéo

A Tabela 5 apresenta os dados obtidos de indice de doenga em
cachos de uva ‘Italia’ submetidos ao tratamento com vapor de acido acetico 24, 48, 72 ou 96 h
antes da inoculacdo com B. cinerea. Verifica-se que, no segundo e terceiro dias de
armazenamento independente dos cachos terem sido vaporizados ou ndo com &cido acético,
quando inoculados 48 e 72 h apds a transferéncia para a condi¢do de 25+1°C / 80-90 % UR
apresentaram indices de doenca significativamente menores do que os vaporizados ou ndo e
transferidos 24 e 96 h antes da inoculagdo. Ainda, independente do intervalo de tempo entre o
tratamento e a inoculago, cachos de uva vaporizados com 10,5 mg.L™ apresentaram indice de
doenca significativamente menor do que os ndo vaporizados. No quarto dia de avaliacéo,
cachos de uva vaporizados 48 h antes da inoculagdo, apresentaram o menor indice de doenca,
diferindo significativamente dos cachos ndo vaporizados ou vaporizados 24 ou 96 h antes da

inoculacdo com o patdgeno.
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Tabela 5. Efeito do vapor de 4cido acético (10,5 mg.L™), sobre o indice de doenca (%) em
cachos de uva ‘ltalia’, inoculados com Botrytis cinerea apds a vaporizagdo e,
armazenados a 25+1°C / 80-90 % UR.

Dias de Trata/os Intervalo de tempo entre tratamento e inoculagéo®
armazenalo
24 h 48 h 72h 96 h Média
ComAA 11,677 3,67 7,33 14,17 921b  *x
2 Sem AA 15,83 11,33 8,67 15,83 1292 a
Média 1375 A 7,50 B 7,80 B 15,00 A
s
C.V. (%) 29,98
24 h 48 h 72h 96 h Média
Com AA 3333 12,33 22,50 36,17 26,08b =«
3 Sem AA 37,83 28,50 23,50 36,83 31,67a

Média 35,58 A 20,42 B 23,00 B 36,50 A

**

C.V. (%) 21,90

24 h 48 h 72 h 96 h Média

Com AA 50,67 ABa 22,50Cb 34,83BCa 54,67 Aa ** 40,67 a *
4 Sem AA 57,00 Aa 43,17 Aba 34,67Ba  50,33ABa * 46,29a

ns Ns ** ns

Média 53,83 A 32,83 B 34,75B 52,50 A

**

C.V. (%) 18,47

Y Média de dez repeticdes. Médias seguidas da mesma letra maitscula na linha e, minudscula na coluna,
ndo diferem estatisticamente entre si (Tukey P<0,05). Dados originais foram transformados em

\JX+0,5, para analise estatistica.

? Significancia do teste F da analise de variancia para o efeito dos tratamentos sobre o indice de
doenca, n.s. = ndo significativo; *,** = significativo a 5 e 1 % de probabilidade, respectivamente.
Interacdo = ns, ns e *, para 2, 3 e 4 dias de armazenamento, respectivamente.
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A resposta dos cachos de uva ‘Itdlia’ a inoculacdo em diferentes
momentos apOs a vaporizacdo com &cido acético indica um gradual desenvolvimento de
resisténcia contra B. cinerea alcancando o maximo a 48 h apds a vaporizacdo (Figura 9),
seguido por um declinio, sugerindo que a inducdo de mecanismos de resisténcia ndo é
permanente.

A necessidade de certo periodo de tempo (horas, dias) para que ocorra
0 acumulo de fitoalexinas e desenvolvimento de resisténcia foi demonstrada por Langcake e
Pryce jd em 1977 em uva tratada com irradiacdo UV-C.
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30 1
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24 h 48 h 72 h 96 h
Intervalo de tempo entre o tratamento e a inoculagéo
02 B3 m4
Dias de armazenamento

Figura 9. Efeito do vapor de 4cido acético (10,5 mg.L™), sobre o indice de doenca (%) em
cachos de uva ‘Italia’, inoculados com Botrytis cinerea apds a vaporizacao e,
armazenados a 25+1°C / 80-90 % UR.

Colletotrichum musae, o qual causa infeccdo quiescente em banana,
quando inoculado 24 h apés o tratamento com a combinagdo dos &cidos citrico (0,025 %) e
acético (0,1 %) com Benlate® (0,06 %), causou lesdes menores nos frutos, indicando que o
tratamento com acidos na pés-colheita pode aumentar a resisténcia dos frutos, além disso, a

quantidade de produto quimico pdde ser reduzida pela metade. Como o patdégeno ndo foi
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exposto diretamente ao tratamento com os acidos, o efeito direto do tratamento sobre o
patdgeno ndo foi a principal causa de reducdo da doenca (PERERA; KARUNARATNE,
2001).

A possibilidade de indugdo de resisténcia através da vaporizacdo dos
cachos de uva com é&cido acético glacial merece mais estudos. Os resultados obtidos neste
ensaio, onde cachos tratados anteriormente a inoculacdo, principalmente 48 h antes da
inoculagdo, mostraram resultados satisfatérios no controle da doenca e apontam para a
ativacdo de mecanismos de resisténcia nos tecidos, uma vez que, 0 patdgeno ndo entrou em
contato direto com o vapor de acido acético. Ainda, com base nos resultados de ambos 0s
ensaios in vivo, inoculagcdo pré ou poés-tratamento, pode-se inferir que os mecanismos de
inibicdo do patdgeno foram: efeito direto do acido acético sobre o crescimento do fungo e/ou
aumento da resisténcia dos cachos de uva.

O Apéndice 22 apresenta os resultados das analises fisicas e fisico-
quimicas dos cachos de uva antes de serem submetidos a vaporizacdo com acido acético;
sendo que neste momento as uvas ndo apresentaram diferenca significativa nos parametros
avaliados.

No momento da inoculacdo (Apéndices 23a e 23Db), uvas tratadas com
acido acetico, independente do tempo entre o tratamento e a inoculagdo, apresentaram
menores valores de L*, que corresponde a luminosidade das bagas. Embora estatisticamente
significativo, os valores de L* entre cachos vaporizados (43,73) ou ndo (44,56) ficaram muito
préximos, provavelmente o coeficiente de variagdo muito baixo (2,46 %) seja o0 responsavel
pela diferenca estatistica, porém, na pratica ndo € uma diferenca a ser considerada. Nota-se
que os valores de b* elevaram-se com o aumento do tempo entre tratamento e inoculagéo, o
que explica mudancas de tonalidade dos cachos de verde para amarelo, porém da mesma
forma como para o pardmetro L* esta diferenca € pequena o bastante para ndo ser justificada
na pratica. A diferenca significativa na coloragdo da raquis deve-se ao intervalo de tempo
entre o tratamento e a inoculagcdo, onde os cachos que permaneceram mais tempo apds o
tratamento a espera da inoculagdo a 25°C apresentaram raquis mais desidratada/escura, sendo
que essa mesma tendéncia foi verificada ao final do experimento (Apéndice 24b). Quanto aos
valores de pH, embora correspondendo as alteracGes de acidez titulavel, e apresentando

diferencas significativas, estas sdo tdo infimas que seriam imperceptiveis ao paladar. O mesmo
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é valido para as diferencas no valor de solidos sollveis. Ao final do experimento, com exce¢do
da coloragdo da raquis, as demais analises ndo apresentaram diferenca significativa entre os

tratamentos (Apéndices 24a e 24Db).

6.3.2 Efeito do vapor de acido acético in vitro na germinagao de conidios e no

crescimento micelial de Botrytis cinerea

O vapor de acido acético exerceu efeito direto sobre o crescimento
micelial e na germinacdo de conidios de B. cinerea. Assim como em outros trabalhos
(SHOLBERG; GAUNCE, 1995) o vapor de &cido acético matou todos os conidios deste
patégeno.

Quando os conidios foram vaporizados, todas as doses
proporcionaram reducdo de 100 % na germinagdo, com excegdo da dose de 2,6 mg.L™?, onde
verificou-se pequena e desuniforme porcentagem de germinacdo, porém, aumentando-se o
tempo de vaporizagdo de 30 para 60 min, obteve-se reducdo de 100 % na germinacdo dos
conidios. Neste sentido, Sholberg e colaboradores (2000) relataram que o nimero de lesdes
causadas por P. expansum em magéas diminuiu exponencialmente com o aumento do tempo de
fumigacdo com vinagres contendo diferentes concentracBes de &cido acético. Entretanto, a
fumigacdo com altas concentragdes de vinagre por um curto periodo de tempo ndo foi
eficiente em prevenir a infec¢do causada por B. cinerea em morangos.

Concentracdes relativamente baixas de vapor de &cido acético tem
muitas qualidades que o tornam um excelente biocida. Além de matar os esporos de varios
fungos, ndo ¢é inflaméavel nas concentracfes empregadas para tal finalidade (SHOLBERG;
GAUNCE, 1995).

A forma néo dissociada do acido acético € a principal responsavel por
sua atividade antimicrobiana. Isto se deve ao fato de moléculas ndo dissociadas deste
composto terem a capacidade de passar através da membrana dos conidios presentes na
superficie dos frutos e mata-los ou inativa-los por reduzir o pH do protoplasma celular
(SHOLBERG et al., 2000).
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Quanto ao efeito do vapor de &cido acético sobre o crescimento
micelial de B. cinerea, os resultados sdo demonstrados na Figura 10, onde todas as doses
reduziram significativamente o crescimento do fungo.

O etanol a 30 % reduziu a sobrevivéncia de conidios de B. cinerea e,
40 % inibiu completamente a germinacdo. Entretanto, o crescimento ndo foi reduzido
significativamente ap0s a exposic¢do do micélio crescendo em BDA, as mesmas concentracoes
de etanol (LICHTER et al., 2002). Por esta raz&o, pode-se inferir que os conidios de B. cinerea
apresentam-se como estruturas mais sensiveis do que o micélio a compostos volateis, como
por exemplo o &cido acético e o etanol. Dessa maneira, uma vez estabelecida a germinagdo

dos conidios, esses produtos podem ser menos eficientes.
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Figura 10. Efeito de diferentes concentracBes de acido acético (AA) sobre o crescimento
micelial de Botrytis cinerea. Média de dez repeticdes. Médias seguidas de mesma
letra ndo diferem significativamente entre si (Tukey P<0,05).

O efeito fungitoxico do acetaldeido foi verificado por Avissar et al.
(1990), onde a concentracdo de 0,7 % foi letal para conidios de B. cinerea e esporos de R.
stolonifer, tendo as concentrag¢fes subletais inibido o crescimento do patdgeno. Por sua vez, o

vapor de &cido acético mostrou ser mais toxico do que o acetaldeido aos conidios de B.
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cinerea, sendo letal a 0,1 % v/v (SHOLBERG; GAUNCE, 1995). Outro exemplo, 2,0 % (39
mg.L™) de vapor de acetaldeido foi requerido para matar 50% de esporos de R. stolonifer em
suspenséo, comparado a 0,075 % (2,0 mg.L™) de vapor de 4cido acético requerido para matar
100 % dos esporos presentes na superficie de péssegos durante 30 min de vaporizacdo
(SHOLBERG; GAUNCE, 1996).

Ao contrério do SO, cujo limite de tolerancia é de 10 pg.g™, pelo fato
do &cido acético ser um constituinte natural dos alimentos, ndo ha um limite determinado de
ingestdo diaria pelas pessoas, segundo a “Food and Agriculture Organization” (FAO)
(SHOLBERG et al., 1996). Portanto, o vapor de &cido acético é um potencial substituto ao
SO, comumente utilizado no controle de podriddes em pos-colheita de uvas de mesa, mantidas
sob armazenamento refrigerado. O acido acético provavelmente ndo deixa qualquer residuo
toxico nas uvas, mas, metodos para monitorar a quantidade de vapor de &cido acético contido
no ar, semelhantes aqueles utilizados para o SO, precisam ser desenvolvidos (SMILANICK;
HENSON, 1992).

De acordo com Sholberg e Gaunce (1996), a fumigacdo com &cido
acético tem potencial para o controle de doencas na pés-colheita se, infecgdes quiescentes
forem controladas ainda no campo. Porém, como demonstrado neste e em outros trabalhos
(PERERA; KARUNARATNE, 2001), a vaporizagdo com compostos volateis, particularmente
acido acético, apresenta-se como uma medida promissora para controle de infeccbes
quiescentes na pos-colheita, possivelmente através da ativacdo de mecanismos de resisténcia
no tecido dos frutos. Dessa forma, o uso do vapor de acido acético é uma opc¢do vidvel que
pode complementar a eficiéncia de outros tratamentos em pos-colheita, principalmente quando
métodos alternativos aos fungicidas sintéticos sdo requeridos (SHOLBERG et al., 2001).
Cuidado especial deve ser tomado quando se utiliza acido acético glacial, pois, além de
apresentar odor caustico, pode queimar a pele e causar irritacdo dos olhos (LI1U; CHU, 2002),
por esta razdo, o uso do vinagre € muito mais seguro e ndo deixa de ser eficiente (SHOLBERG
et al., 2000).
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6.4 Irradiacéo UV-C
6.4.1 Efeito da irradiacdo UV-C na protecéo de uva ‘Italia’
6.4.1.1 Tratamento po6s-inoculacao

As diferentes doses de irradiacdo UV-C aplicadas nos cachos de uva,
apos a inoculacdo com B. cinerea, ndo diferiram estatisticamente quanto ao indice de doenca
pelo teste de comparacdo de médias (Tukey P<0,05) (Figuras 11 e 12). No entanto, quando 0s
dados foram submetidos a analise de regressao polinomial, notou-se reducéo na ocorréncia de
mofo cinzento nos cachos tratados com UV-C comparativamente a testemunha, ndo sendo esta
reducdo proporcional ao aumento da dose. Empregando-se 0 modelamento matematico
sugerido por Bergamin Filho e Amorim (1996), o modelo logistico (x = 1/(1+((1/xo0)-1)exp(-
rL.t)), onde: x = propor¢do de doenga, Xo = indculo inicial, rL = taxa de crescimento da doen
ca e, t = tempo; foi o que melhor se ajustou aos dados de indice de doenca (in vivo) e de
crescimento micelial (in vitro).

Observando-se o Apéndice 25 (A e B), verifica-se em cachos
inoculados 4 h antes da irradiacdo que, todas doses empregadas apresentaram algum nivel de
controle do patégeno, independente da data de avaliacdo. Esta reducdo no indice de doenca
pode ser funcdo de mecanismos de resisténcia ativados pelas doses intermediarias, associados
ao efeito direto sobre o indculo que permaneceu na superficie dos ferimentos. A provavel
explicacéo para o aumento do indice de doenca em frutos tratados com a dose de 4,8 kJ.m™
pode ser devido ao dano causado ao tecido das bagas, o qual pode ter anulado o efeito de
inducdo de resisténcia e ao mesmo tempo favorecido o desenvolvimento do patdgeno.

Nota-se pela Figura 12 que, apesar de submetidos a diferentes doses
de UV-C, a doenga nos cachos manteve uma taxa de crescimento (RL) aproximada, com a
mesma lag fase, ou seja, a irradiagdo UV-C ndo foi capaz de alterar o padrdo de

desenvolvimento do patégeno (in vivo).
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Figura 11. Proporcdo de doenca causada por Botrytis cinerea em cachos de uva ‘Italia’
tratados com diferentes doses de irradiacdo UV-C, 4 h apés a inoculagdo com o
patdgeno. Média de cinco repeticdes.
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A descontaminagdo parcial da superficie dos frutos pela irradiacdo
ultravioleta pode ser uma interessante pratica, do ponto de vista de que, tecidos irradiados sdo
submetidos a uma menor pressdo de indculo e em adicdo podem ser mais resistentes as
doencas (MERCIER et al., 2001).

Embora a UV-C tenha exercido um forte efeito germicida in vitro
sobre B. cinerea (Figura 17), matando muitos conidios expostos em &gar, a mesma mostrou-se
ineficiente em prevenir a infecgdo nos cachos inoculados antes da irradiacdo. Provavelmente,
suficiente quantidade de esporos presentes nos ferimentos podem ter sobrevivido ao
tratamento e iniciado o processo de infec¢do, desde que a irradiagdo UV-C ndo é ionizante
(LU etal., 1993), ou seja, incide superficialmente no tecido dos frutos.

Mercier et al. (2001) confirmaram o poder germicida da irradiacéo
UV-C sobre conidios de B. cinerea, porém, assim como o relatado neste trabalho, a UV-C nédo
preveniu a infeccdo de pimentdo inoculados com o patdgeno 24 h antes da exposicdo a
irradiacdo. Todavia, pimentdes submetidos ao tratamento 24 h antes da inoculacdo com o
patdgeno apresentaram menor porcentagem de infec¢do. Assim, a UV-C parece atuar como
um mecanismo indutor de resisténcia em frutos as doencas, bem como, um agente sanitizante.
Resultados similares foram obtidos por Ben-Yehoshua et al. (1992), os quais verificaram que a
UV-C néo controlou Penicillium sp. em citros inoculado 24 h ou imediatamente antes do
tratamento com UV-C. Porém, a porcentagem de doenca foi menor em frutos tratados antes da
inoculacdo, sem o contato direto do patdgeno com a irradiagdo. Assim como 0 suposto neste
trabalho, os autores acima referidos sugerem que quantidade suficiente de esporos ou hifas
podem ter sobrevivido ao tratamento nas lesdes e iniciado as infeccGes; ainda, afirmam que a
inoculagdo dos frutos antes do tratamento com UV-C ofereceu vantagens ao patogeno,
enquanto os frutos irradiados antes da inoculacdo foram capazes de resistir & infeccéo
(RODOQV et al., 1992). Dessa forma, o resultado final da interacdo entre fruto e patdgeno
depende da taxa relativa de crescimento do fungo e do desenvolvimento de resisténcia no
hospedeiro (RODOQV et al., 1992; BEN-YEHOSHUA et al., 1992).

Os efeitos da UV-C causados ao tecido vegetal incluem dano ao
DNA, peroxidacdo de lipidios, foto-oxidacdo de pigmentos e inibicdo da fotossintese
(STEVENS et at., 1998), ainda, doses altas de UV-C podem alterar a permeabilidade das
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celulas, resultando em perda de eletrdlitos, aminoacidos e carboidratos, os quais podem
estimular o desenvolvimento de microrganismos (NIGRO et al., 1998).

Sabe-se que 0s microrganismos possuem mecanismos capazes de
reparar os danos causados pela UV-C ao DNA, assim, a combinacdo de diferentes métodos de
controle pode favorecer a inativacdo dos microrganismos (MARQUENIE et al., 2003). A
combinacdo de tratamentos algumas vezes apresenta acdo sinergistica, a qual diminui a
intensidade requerida dos tratamentos individuais para alcancar determinado nivel de
inativacdo do patogeno. De acordo com Marquenie et al. (2002), in vitro, a combinacdo da
irradiacdo UV-C com o tratamento térmico demandou menor intensidade de irradiagdo para
inativacdo de conidios de B. cinerea e Monilinia fructigena. A maior dose de UV-C utilizada
em combinacdo com o tratamento térmico foi dez vezes menor do que a dose requerida para
inativacdo dos conidios de ambos os fungos quando somente a UV-C foi aplicada. Para B.
cinerea, 3 min a 45°C seguido pela exposicdo a 0,05 J.cm™ resultou em completa inativacéo
dos conidios, enquanto que, na seqiiéncia inversa de tratamentos, foi necessaria uma
temperatura de 48°C. O efeito da seqiiéncia do tratamento e a intensidade dependem do
organismo, pois, ao contrario de B. cinerea, para M. fructigena, a maior inativagdo dos
conidios deu-se quando o tratamento térmico foi seguinte ao tratamento com UV-C
(MARQUENIE et al., 2002).

De acordo com Capdeville et al. (2002) a combinacdo de agentes
como UV-C, quitosana, harpina, Candida saitoana ndo provocou qualquer efeito sinergistico
no controle de P. expansum em macas. Além disso, a combinacdo destes agentes foi, de
maneira geral, menos efetiva do que os tratamentos individuais.

Os dados obtidos neste experimento confirmam os obtidos
previamente com péssegos (STEVENS et al., 1998) e pimentdes (MERCIER et al., 2001),
onde doses de irradiacdo acima do ideal, consideradas doses horméticas, causaram reducgdo na
resisténcia dos frutos a M. fructicola e B. cinerea, respectivamente. Hormese ¢é o estimulo de
reacOes fisioldgicas no organismo vivo, por baixas doses de um agente estressor, como UV,
raio-X ou raio gama.

Quanto & dose de 7,5 ki.m?, esta pode ter sido alta 0 bastante para,
além de causar dano ao tecido, matar um nimero de esporos suficiente, a ponto de reduzir a

doenca nos cachos. Resultados similares foram obtidos por Liu et al. (1993) que obtiveram
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controle de 46, 36 e 56 % em tomates inoculados com B. cinerea e tratados com 3,6; 4,8 e 7,5

kJ.m, respectivamente.
6.4.1.2 Tratamento pré-inoculacao

Nos cachos submetidos a irradiagdo UV-C 24 h antes da inoculacéo
com o patogeno (Apéndice 26 A e B e Figuras 13 e 14), as doses de 0,84; 1,30; 2,40 e 3,60
kJ.m?, embora n3o diferindo estatisticamente da testemunha pelo teste de comparacdo de
médias (Tukey P<0,05), mostraram-se promissoras no controle do patdgeno. Neste ensaio, 0
indice de doenca verificado nas doses de 4,80 e 7,50 kJ.m™ assemelharam-se comprovando as
suposicOes feitas no ensaio anterior, onde a inoculacdo precedeu a irradiacdo pois, neste caso,
as maiores doses podem ter lesionado o tecido dos frutos, mas ndo agiram diretamente sobre o
patdgeno. De maneira semelhante ao ensaio anterior, a lag fase foi igual para todas as doses
empregadas, mas, desta vez a taxa de crescimento (R.) alterou-se, confirmando a inducdo de
resisténcia no tecido dos frutos submetidos as doses intermediarias. Como o fungo B. cinerea
ndo entrou em contato direto com a irradiacdo, este estudo mostra conclusivamente que o
agente de controle (UV-C) foi mais habil em induzir resisténcia nos frutos do que meramente

agir de maneira direta sobre o patdgeno.
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tratados com diferentes doses de irradiagdo UV-C, 24 h antes da inoculagdo com o
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O propédsito de doses menores em reduzir o indice de doenca é
explicado pelo efeito hormético da UV-C, onde baixas doses, além de exercer efeito germicida
atuam induzindo resisténcia no hospedeiro. Dessa forma, numerosos estudos suportam a idéia
de que irradiacdo hormese em plantas altera processos fisiologicos como, respiracéo,
germinacgdo de sementes, crescimento e desenvolvimento e induz resisténcia a doencgas. Doses
de irradiacdo acima do ponto 6timo podem resultar em aumento da doenga e reducdo da
resisténcia nos frutos em pos-colheita (LIU et al., 1993; STEVENS et al., 1996; STEVENS et
al., 1998).

A irradiacdo UV-C efetivamente reduziu o numero de bagas
infectadas e o diametro da lesdo causada por B. cinerea em uva ‘Italia’ irradiada com doses
variando de 0,125 a 0,5 kJ.m™, antes ou ap6s a inoculacéo com o patdgeno, porém, o aumento
da dose até 4,0 k.m™ resultou em aumento na doenca (NIGRO et al., 1998). A reducdo no
numero de bagas infectadas e no didmetro das lesdes, observada em bagas inoculadas 24 e 48
h apds a irradiacdo foi atribuida a ativacdo de mecanismos de resisténcia induzidos pela UV-
C; porém, o aumento do tempo entre o tratamento e a inoculacdo resultou em aumento na
doenca, particularmente no didmetro das lesGes. Provavelmente isto se deva ao declinio na
resisténcia induzida pela UV-C, sugerindo que o efeito do tratamento com a irradiagdo seja
temporério (NIGRO et al., 1998). Ben-Yehoshua et al. (1992) também apontam o efeito
temporario da irradiacdo UV-C no controle de P. digitatum em citros.

Doses elevadas, além de reduzir a resisténcia dos frutos e causar
alteracdes fisioldgicas, podem resultar em danos visiveis como manchas na epiderme dos
frutos (HADWIGER; SCHWOCHAU, 1971; STEVENS et al., 1998; BEN-YEHOSHUA et al.
1992; NIGRO et al., 1998). Estudos feitos com pomelos demonstram que o emprego de doses
superiores as requeridas para o melhor nivel de controle de P. digitatum, resultaram em maior
porcentagem de infeccdo e ocasionaram manchas e enrugamento na casca, como resultado do
tratamento (DROBY et al., 1993). Frutos citricos submetidos a irradiagdo UV-C apresentaram
diferentes niveis de bronzeamento na casca, sendo que a extensdo do dano dependeu da dose
de irradiacdo utilizada, do estadio de maturidade e cor da casca, cultivar utilizada e data de
colheita (BEN-YEHOSHUA et al., 1992; D’HALLEWIN et al., 1999). Nestes trabalhos, os

sintomas de dano surgiram de 2 a 5 semanas apés o tratamento. Em limdes, 0s danos visiveis
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ocasionados pela UV-C desenvolveram-se gradualmente e, os frutos foram tomados pelo
patdégeno (P. digitatum); quando verdes, 0s sintomas expressaram-se a partir da dose de 1,3
kJ.m? (BEN-YEHOSHUA et al., 1992).

Os danos devido a aplicacdo de irradiagdo UV-C ocorreram em todas
as doses empregadas, caracterizados por bronzeamento da epiderme das bagas (Figura 15). O
dano foi mais evidente quanto maior a dose utilizada e teve inicio um dia apds os tratamentos
evoluindo durante o armazenamento a 25+1°C / 80-90 % UR. De acordo com Nigro et al.
(1998), também uva ‘Italia’, a irradiacdo ultravioleta causou danos nas bagas a partir de 1,0
kJ.m, caracterizado pelo bronzeamento ou descoloracdo da epiderme. De maneira semelhante
aos dados apresentados neste trabalho, 0 aumento da dose resultou em aumento na severidade
do dano e, os sintomas surgiram 3-4 e 7-10 dias apds o tratamento com UV-C em bagas

armazenadas a 21 ou 3°C, respectivamente

Figura 15. Cachos de uva ‘Italia’ 72 h apos o tratamento com diferentes doses de irradiagdo
UV-C (kJ.m?).

O efeito da irradiagdo UV-C nos tecidos de bagas de uva verde foi
correlacionado com o aumento na producdo de fitoalexinas do tipo estilbenos (LANGCAKE;

PRYCE, 1977). Entre estas substancias, resveratrol foi sintetizada na epiderme e sugerida ser
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o fator de resisténcia de bagas a invasdo por B. cinerea. Embora a producdo de resveratrol
dependa de muitos fatores (CREASY; COFFEE, 1988), seu possivel envolvimento na redugdo
de podriddo causada por Botrytis durante o armazenamento de uva ndo deve ser excluido, uma
vez que, sua presenca foi constatada em variedades de uvas de mesa atacadas por R. stolonifer
(SARIG et al., 1996).

Embora Nigro et al. (1998) tenham obtido resultados satisfatorios com
0 emprego de baixas doses de irradiacio UV-C em uva ‘Itdlia’, testes posteriores,
empregando-se doses menores que as utilizadas nos ensaios acima descritos, mostraram que
sob tais doses (0,20; 0,40 e 0,60 kJ.m™), os cachos de uva ‘Italia’ apresentaram bronzeamento
da epiderme, além destas ndo promoverem o controle do patdgeno (dados nao apresentados).
Talvez isto se justifique pelo fato de que os frutos respondem de maneira diferente
dependendo do estadio de maturidade, cor da casca, data de colheita, etc., de acordo com o
descrito por Ben-Yehoshua et al. (1992) e D’Hallewin et al. (1999).

Em ambos os ensaios, inoculagdo antes ou apdés a irradiacdo UV-C, o
aumento da dose ndo resultou em qualquer controle adicional a doenca. Isto sugere que o

principal mecanismo envolvido seja a inducdo de resisténcia.

6.4.1.3 Contagem dos conidios de Botrytis cinerea em bagas de uva

irradiadas com UV-C

Caldari Janior e Kimati (1999), estudando a influéncia de
comprimentos de onda sobre a esporulacao de dez isolados de B. cinerea, verificaram que um
unico isolado (B7) apresentou esporulacdo em todos os tratamentos, quando mantido no
escuro. Os autores afirmam que este fato é passivel de acontecimento nessa espécie de fungo,
que pode apresentar alguma esporulacdo quando mantido em auséncia de luz. De maneira
semelhante, Thomas e Marois (1988) e Souza e Ferreira (1999) obtiveram in6culo de B.
cinerea a partir de culturas do fungo desenvolvidas sob condi¢des de auséncia de luz. Como in
vitro, as condi¢des podem ser totalmente controladas, o patossistema natural uva-Botrytis pode
ser ainda mais vulneravel a mudancas.

Neste sentido, notou-se que, quando os cachos foram inoculados ap6s

a exposicédo a irradiacdo UV-C néo houve diferenca significativa entre os tratamentos, apenas
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uma tendéncia de reducgédo na esporulacéo nas doses menores, possivelmente pela ativacao, nos
tecidos dos frutos, de substancias ligadas a resisténcia. Todavia, quando inoculados antes do
tratamento com UV-C, a dose de 7,5 kJ.m™ reduziu a esporulacdo do fungo comparada &
testemunha (ndo irradiada) (Figura 16). Esses dados vém ao encontro das suposi¢oes feitas nos
ensaios in vivo, onde baixas doses aplicadas antes da inoculacdo estariam induzindo
resisténcia no tecido dos cachos e, quando aplicadas apds a inoculacéo, além da inducgéo de
resisténcia, poderiam agir diretamente sobre o patdgeno. Isto indica uma reducdo da
capacidade de esporulacdo do patdgeno quando os cachos foram tratados com UV-C,

comparados a testemunha.

y =-0,0609X* + 0,82X3 - 3,3556X? +4,1517X + 2,4761
R? = 0,987 - inoculagdo depois
6 a y =0,0283X* - 0,5025X® + 3,136 X? - 8,5853X + 11,119
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Figura 16. Efeito da irradiacdo UV-C sobre a producdo de conidios de Botrytis cinerea, cinco
dias apds a inoculacdo em cachos de uva ‘Itdlia’. Médias de trés repeticdes
seguidas de mesma letra minuscula para inoculacdo antes e maiuscula para
inoculagéo depois nédo diferem significativamente entre si (Tukey P<0,05). Dados

originais foram transformados em +/x + 0,5, para analise estatistica.

De acordo com Jagger (1967), citado por Stevens et al. (1998), pelo
fato da irradiacdo UV-C ndo ser ionizante (LU et al., 1993) e incidir apenas superficialmente
no tecido do hospedeiro, seu efeito pode ser germicida. Todavia, pesquisas sobre os efeitos da

UV-C na reducdo de podridées de armazenamento indicam sua capacidade em induzir



94

resisténcia no tecido do hospedeiro, como relatado por Lu et al. (1991), onde as doses de
20.10* ergmm? e 7,5.10 erg.mm? aplicadas em péssego e macd, respectivamente,
estimularam a atividade de enzimas lignificantes, além de aumentar a atividade da fenilalanina
amonia-liase. Capdeville et al. (2002) também verificaram o efeito indireto da irradiacéo
UV-C (7,5 kd.m?) na prevencdo e no atraso do surgimento de lesdes causadas por P.
expansum em maca, onde os frutos foram desafiados com o patdgeno 24, 48 ou 96 h apés o
tratamento. Concluiram que a UV-C induziu resisténcia dentro das primeiras 24 h seguinte ao
tratamento, embora o maior controle tenha sido alcan¢ado quando os frutos foram submetidos
a irradiacdo 48 ou 96 h antes da inoculagdo. Além destes trabalhos, outros também mostram a
possivel ativagdo de mecanismos de resisténcia no tecido de frutos tratados com irradiagdo
UV-C.

Assim sendo, novas pesquisas deverdo ser conduzidas com o objetivo
de explorar melhor a tecnologia da irradiacdo UV-C, uma vez que esta tem mostrado
resultados satisfatorios em outros trabalhos. Talvez ndo s6 o uso da UV-C isoladamente, mas
uma combinacdo com outros métodos de controle do mofo cinzento possam trazer bons

resultados.

6.4.2 Efeito da irradiacdo UV-C in vitro na germinacdo de conidios e no

crescimento micelial de Botrytis cinerea

Nos testes in vitro, a porcentagem de germinacdo dos conidios,
irradiados com diferentes doses de UV-C, foi inferior a testemunha em todas as doses
empregadas. Quando submetidos & dose de 0,2 kl.m? a germinacdo foi retardada, sendo
considerados germinados ap6s 32 h (88,5 %) de tratados com a UV-C, enquanto que na
testemunha a germinacgdo ocorreu apds 24 h (95,3 %). Nos tratamentos onde utilizou-se doses
de 0,4 e 0,6 ki.m? observou-se pequena porcentagem de germinacéo, 26,4 e 1,0 %,
respectivamente, 56 h ap6s a irradiacdo (Figura 17). Doses maiores ou igual a 0,84 kJ.m™
exerceram efeito germicida sobre os conidios de B. cinerea, 0os quais ndo foram capazes de
germinar mesmo apos 56 h de submetidos a irradiagdo UV-C. Estes dados assemelham-se aos
obtidos por Mercier et al. (2001), onde doses de UV-C de 2,2 e 4,4 kJ.m mataram os conidios

de B. cinerea e, pequena proporcdo (14 %) sobreviveu ao tratamento com 0,88 kJ.m™. De
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acordo com Marquenie et al. (2002), a inativacdo de conidios de B. cinerea e M. fructigena
aumentou com o aumento na intensidade de irradiagio UV-C utilizada e, nenhuma
sobrevivéncia foi observada em doses de 1,0 e 0,5 J.cm? para ambos os fungos,
respectivamente.
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Figura 17. Efeito da irradiacdo UV-C sobre a germinagdo de conidios de Botrytis cinerea.
Média de cinco repeticdes.

A avaliacdo do efeito da irradiagdo UV-C sobre o crescimento
micelial de B. cinerea revelou que, assim como no teste de germinacdo dos conidios, a
irradiacdo foi capaz de retardar o crescimento das coldnias, porém, as hifas apresentaram-se
menos sensiveis aos efeitos da UV-C, uma vez que, embora o crescimento tenha sido reduzido
com o aumento da dose empregada, nenhuma das doses mostrou efeito fungicida sobre o
micélio do patdgeno. Provavelmente, o efeito germicida da UV-C somente foi evidente sobre
a germinagdo dos conidios, por estas serem estruturas mais sensiveis a irradiacdo quando
comparados as hifas.

Pode-se verificar nos tratamentos onde empregou-se doses maiores de
UV-C, que houve um atraso no desenvolvimento inicial das colénias, a lag fase se estendeu,

porém, com o passar do tempo estas colénias ganharam velocidade de crescimento e atingiram
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a fase exponencial (log fase) (Figura 18). Por sua vez, a Figura 19, confirma o efeito da UV-C
sobre a lag fase de crescimento do patdgeno e revela a mesma taxa de crescimento (R.),
independente da dose empregada. Isso demonstra que a UV-C tem acdo fungistatica e ndo
fungicida sobre o micélio de B. cinerea.
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Figura 18. Efeito de diferentes doses de irradiagdo UV-C sobre o crescimento micelial de
Botrytis cinerea. Média de cinco repeticdes.
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Figura 19. Lag fase e taxa de crescimento (R_) de colbnias de B. cinerea submetidas a
diferentes doses de irradiacdo UV-C. Média de cinco repeticoes.

O controle das podriddes em frutos pelo uso da irradiagdo UV-C €
uma interessante alternativa visando reduzir os residuos de fungicidas, porém, os danos
fisiologicos causados nos frutos podem limitar sua possivel utilizagdo em escala comercial
como uma nova alternativa de controle das doencas em pés-colheita.

De modo geral, dos agentes testados, quitosana e vapor de &cido
acético mostram-se 0s mais promissores, merecendo continuidade nas pesquisas e
investigacbes quanto & inducdo de mecanismos de resisténcia para protecdo de uvas poés-

colheita.
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7 CONCLUSOES

v Extratos dos cogumelos Agaricus blazei e Lentinula edodes, ndo controlam a podridao
causada por B. cinerea em cachos de uva ‘Italia’, quando aplicados ap0s a inoculagéo.
Enquanto o extrato de A. blazei, a 5,0 %, aplicado 96 h antes da inoculacdo das uvas com B.
cinerea, reduz levemente a severidade da podriddao, embora ndo significativo estatisticamente.
In vitro, ambos os extratos dos basidiocarpos estimularam a germinacdo dos conidios de B.
cinerea nas concentracOes testadas; quanto ao crescimento micelial, L. edodes retarda,

enquanto A. blazei estimula.

v Solugdo de quitosana nas concentracdes de 1,5 e 2,0 % controla a podriddo causada por B.
cinerea em uva ‘Italia’, quando aplicada ap6s a inoculacdo. Entretanto, quando aplicada antes
da inoculacdo com B. cinerea, quitosana (1,5%) ndo reduziu significativamente a severidade
da podriddo em uva ‘Italia’. In vitro, quitosana suprime o crescimento micelial do patégeno e

retarda a germinacgdo dos conidios.

v O vapor de acido acético controla a podriddo de B. cinerea em uva 'ltalia’, tanto em cachos

previamente inoculados, como, em cachos inoculados apds o tratamento, principalmente a
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48h. In vitro, o &cido acético exerce efeito direto sobre o crescimento micelial e a germinacéo
de conidios de B. cinerea.

v A irradiagdo UV-C reduz o desenvolvimento de B. cinerea nos cachos de uva, has menores
doses aplicadas (0,84; 1,30; 2,40 e 3,60 ki.m™), porém, ndo de modo significativo. Contudo,
acarreta bronzeamento nos cachos de uva ‘Italia’. In vitro, assim como no teste de germinagédo

dos conidios, a UV-C apresenta efeito de retardar o crescimento das coldnias do patégeno.
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Apéndice 2. Basidiocarpos de Lentinula edodes produzidos em toras de eucalipto. Escala 1:10
(Extraido de DI PIERO, 2003).
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Apéndice 3. Basidiocarpos de Agaricus blazei produzidos em substrato. Escala 1:2 (Extraido
de DI PIERO, 2003).

Apéndice 4. Inoculacéo das bagas de uva ‘Italia’ por meio de ferimento superficial seguido de

aspersdo com suspensao de conidios do patdgeno Botrytis cinerea.
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Apéndice 5. Cachos de uva ‘Italia’ acondicionados em tambores de 200 L para vaporizacao

com acido acético.

Apéndice 6. Cachos de uva ‘Italia’ no interior do equipamento de irradiacdo UV-C.
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Apéndice 7. indice de doenca (%) em cachos de uva ‘Italia’, inoculados com Botrytis cinerea,

em funcgdo das concentracdes do extrato de Lentinula edodes, apds dois dias de

armazenamento sob condi¢Ges ambiente. Média de dez repeticdes.
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Apéndice 8. Andlises fisicas e fisico-quimicas de cachos de uva ‘Italia’ inoculados com
Botrytis cinerea e tratados, por aspersdo, ap6s 4 h de incubacdo, com os extratos
de Agaricus blazei (A) e Lentinula edodes (B), ap0s seis dias de armazenamento
a 25+1°C/ 80-90 % UR.

Analises fisico-quimicas

Tratamentos Cor da baga’
AT SS pH Aparéncia L a b
(9.100g")  (°Brix) da raquis’
Colheita 0,70 13,2 3,31 1,0 43,10 -5,86 10,80
0,0 % 0,63 a 13,84a 3,38a 42 a 42,67 a -5,69 a 10,41 ab
2,5% 0,65a 1356a 3,37a 44 a 42,90 a -5,80 a 10,92 a
5,0 % 0,69a 12,80a 3,37a 4,4 a 4180ab  -584a 10,40 ab
A 100% 0,61a 1344a 345a 48a 40,09 b -5,34a 9,84b
20,0 % 0,68 a 13,12a 3,36 a 44 a 41,52 ab -5,46 a 10,28 ab
40,0 % 0,67 a 13,12a 3,37a 44 a 42,75 a -53la 10,26 ab
C.V. (%) 12,81 7,80 2,17 13,34 2,78 5,58 5,27
0,00 % 0,63 a 13,84a 3,38a 42 a 42,67 a -5,69 a 10,41 a
2,50 % 0,64 a 1420a 342a 44 a 42,17 a -5,81 a 10,62 a
5,00 % 0,64 a 13,16a 3,35a 46a 41,70 a -5,92 a 10,79 a
B 10,00 % 0,68 a 13,72a 3,33a 44a 42,09 a -5,72 a 10,98 a
20,00 % 0,66 a 13,72a 3,35a 44 a 41,66 a -5,50 a 10,29 a
40,00 % 0,68 a 13,12a 3,33a 48a 41,58 a -5,55a 10,52 a
C.V. (%) 8,41 5,02 1,65 13,24 2,30 4,12 4,51

*Meédia de cinco repeticdes. Médias seguidas da mesma letra minGsculas na coluna, ndo diferem
estatisticamente entre si (Tukey P<0,05).

Y1 = verde, fresco, tlrgido, 2 = verde opaco, 3 = verde para marrom claro, 4 = predominantemente
marrom e 5 = marrom pardo e seco.

 Em colorimetro Minolta, sistema L* a* b*, onde L* representa luminosidade (O=preto a
100=branco), a* e b* cromaticidade (a=verde a a'=vermelho e, b'=azul a b*=amarelo).
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Apéndice 9. Anélises fisicas e fisico-quimicas em cachos de uva ‘Italia’ antes do tratamento

com o extrato de Agaricus blazei (5,0 %) para posterior inoculagéo.

Cor da baga®
A. blazei AT SS pH L a b Croma HUE
(5%) (9.100g™)  (°Brix)
24 h 0,44 a 16,16a 3,50a 42,11a -515a 1260b 1362b -67,77b
48 h 0,43 a 16,78a 3,53a 41,32a -524a 1325b 1425b -68.42b
72 h 0,45a 1596a 350a 41,84a -8,64b 16,23a 18.39a -61,97a
96 h 0,47 a 16,36a 351a 42,08a -820b 1567a 17.69a -62,40a
C.V. (%) 8,94 5,28 1,49 1,98 6,22 3.38 3.40 1,94

YMédia de cinco repeticdes. Médias seguidas da mesma

estatisticamente entre si (Tukey P<0,05).
Z Em colorimetro Minolta, sistema L* a* b*, onde L* representa luminosidade (O=preto a 100=branco),
a* e b* cromaticidade (a’=verde a a"=vermelho e, b'=azul a b*=amarelo). Croma = v/a2 + b2 e HUE =
tan™(b/a)*180/PI.

letra minUsculas na coluna, ndo diferem



137

Apéndice 10a. Cor das bagas de uva ‘Itdlia’, momento antes da inoculagdo com Botrytis
cinerea, previamente tratadas com extrato de Agaricus blazei (5,0 %) ha 24, 48,

72 ou 96 h antes da inoculacdo.

Intervalo de tempo entre tratamento e inoculacédo’

24 h 48 h 72h 96 h Média
Com Agaricus 44,84 52,72 44,89 43,83 46,57 a ns
LY Sem Agaricus 44,81 44,45 44,86 44,38 44,63 a
Média 44,82 A 48,58 A 44,87 A 4411 A
ns
C.V. (%) 13,63
24 h 48 h 72h 96 h Média
Com Agaricus -5,12 -5,03 -5,17 -5,24 -5,14a ns
a’ Sem Agaricus -5,28 -4,81 -5,32 -5,19 -5,15a
Média -5,20 A -492 A -5,25 A -5,22 A
ns
C.V. (%) 7,69
24 h 48 h 72h 96 h Média
Com Agaricus 11,02 11,26 11,31 11,38 11,24 a ns
bY Sem Agaricus 11,54 11,38 11,19 11,40 11,38 a
Média 11,28 A 11,32 A 11,25 A 11,39 A
ns
C.V. (%) 5,36

*Média de cinco repeticdes. Médias seguidas da mesma letra mailscula na linha e, mindsculas na
coluna, néo diferem estatisticamente entre si (Tukey P<0,05).

Y Em colorimetro Minolta, sistema L* a* b*, onde L* representa luminosidade (O=preto a 100=branco),
a* e b* cromaticidade (a=verde a a"’=vermelho e, b=azul a b*=amarelo).

Z Significancia do teste F da andlise de variancia para o efeito dos tratamentos sobre a cor das bagas,
n.s. = ndo significativo.
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Apéndice 10b. Aparéncia da raquis, Acidez Titulavel (AT), Solidos Soluveis (SS) e pH de
cachos de uva ‘Itdlia’, momento antes da inoculacdo com Botrytis cinerea,
previamente tratados com extrato de Agaricus blazei (5,0 %) ha 24, 48, 72 ou

96 h antes da inoculacao.

Intervalo de tempo entre tratamento e inoculagéo®

24 h 48 h 72h 96 h Média
Aparéncia Com Agar.icus 2,60 2,80 3,20 2,80 2,85a s
da raquis’ Sem Agaricus 3,00 2,80 2,40 2,40 2,65a
Média 2,80 A 2,80 A 2,80 A 2,60 A
ns
C.V. (%) 24,73
24 h 48 h 72h 96 h Média
Com Agaricus 0,46 0,51 0,51 0,45 0,48 a s
AT Sem Agaricus 0,50 0,50 0,49 0,48 0,49 a
(9-100g™) Média 048A  050A  050A  046A
*
C.V. (%) 6,96
24 h 48 h 72h 96 h Média
Com Agaricus 16,32 16,24 16,28 16,76 16,40 a s
SS Sem Agaricus 16,68 16,40 16,76 16,80 16,66 a
(°Brix) Média  1650A  1632A 1652A 16,78 A
ns
C.V. (%) 5,79
24 h 48 h 72h 96 h Média
Com Agaricus 3,48 3,50 3,54 3,56 3,52 a s
pH Sem Agaricus 3,47 3,49 3,54 3,53 3,51a
Média 3,48 C 349BC 354AB 355A
>k
C.V. (%) 1,15

*Média de cinco repetices. Médias seguidas da mesma letra maitscula na linha e, mintsculas na
coluna, ndo diferem estatisticamente entre si (Tukey P<0,05).

Y1 = verde, fresco, tlrgido, 2 = verde opaco, 3 = verde para marrom claro, 4 = predominantemente
marrom e 5 = marrom pardo e seco.

? Significancia do teste F da andlise de variancia para o efeito dos tratamentos sobre os parametros
fisico-quimicos da uva, n.s. = ndo significativo; *,** = significativo a 5 e 1 % de probabilidade,
respectivamente.
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Apéndice 11a. Cor das bagas de uva ‘Itélia’, tratadas por aspersdo, com extrato de Agaricus
blazei (5,0 %) e, apos 24, 48, 72 e 96 h, inoculadas com Botrytis cinerea, apds

quatro dias de armazenamento a 25+1°C / 80-90 % UR.

Intervalo de tempo entre tratamento e inoculagéo®

24 h 48 h 72h 9 h Média
Com Agaricus 42,97 41,58 40,54 42,98 42,02a  pg
LY  Sem Agaricus 43,11 42,37 41,87 41,75 42,27 a
Média 43,04 A 41,97 AB 41,20 B 42,37 AB
s
C.V. (%) 2,71
24 h 48 h 72h 96 h Média
Com Agaricus  -5,16 Ba -448Aa  -480ABa  -534Ba ** -495a ns
a’ Sem Agaricus  -5,13 Aa -5,36 Ab -5,00 Aa -510Aa ns -515a
ns ** ns ns
Média -515A -4,92 A -4,90 A 5,22 A
ns
C.V. (%) 6,93
24 h 48 h 72h 96 h Média
Com Agaricus 11,36 11,55 11,41 11,13 11,36 a *
b¥  Sem Agaricus 10,94 10,98 11,16 10,85 10,98 b
Média 11,15 A 11,26 A 11,28 A 10,99 A
ns
C.V. (%) 5,14

*Média de cinco repetices. Médias seguidas da mesma letra mailscula na linha e, mindsculas na
coluna, néo diferem estatisticamente entre si (Tukey P<0,05).

Y Em colorimetro Minolta, sistema L* a* b*, onde L* representa luminosidade (O=preto a
100=branco), a* e b* cromaticidade (a=verde a a'=vermelho e, b’=azul a b*=amarelo).

* Significancia do teste F da analise de variancia para o efeito dos tratamentos sobre a cor das bagas,
n.s. = ndo significativo; *,** = significativo a 5 e 1 % de probabilidade, respectivamente.
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Apéndice 11b. Acidez titulavel (AT), Solidos Solaveis (SS) e pH de cachos de uva ‘Itélia’,
tratados por aspersao com extrato de Agaricus blazei (5,0 %) e, ap6s 24, 48, 72
e 96 h, inoculados com Botrytis cinerea, ap6s quatro dias de armazenamento a
25+1°C / 80-90 % UR.

Intervalo de tempo entre tratamento e inoculagéo®

24h 48 h 72h 96 h Média
Com Agaricus 0,49 0,47 0,48 0,47 048a pg
AT Sem Agaricus 0,50 0,50 0,50 0,47 0,49 a
(9100g°) Média 0,49 A 0,48 A 0,49 A 0,47 A
ns
C.V. (%) 7,84
24 h 48 h 72 h 96 h Média
Com Agaricus 16,68 16,24 16,92 17,04 16,72a g
SS_ Sem Agaricus 16,68 16,60 16,48 16,76 16,63 a
(Brix) Média 16,68 A 16,42 A 16,70 A 16,90 A
ns
C.V. (%) 5,86
24 h 48 h 72h 96 h Média
Com Agaricus 3,47 3,49 3,51 3,49 349a pg
pH Sem Agaricus 3,50 3,48 3,48 3,44 3,48a
Média 349 A 348 A 3,50 A 3,46 A
ns
C.V. (%) 1,15

Y Média de cinco repeticdes. Médias seguidas da mesma letra mailscula na linha e, mintsculas na
coluna, ndo diferem estatisticamente entre si (Tukey P<0,05).

? Significancia do teste F da andlise de variancia para o efeito dos tratamentos sobre os parametros
guimicos da uva, n.s. = ndo significativo.
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Apéndice 12. Efeito de diferentes concentracdes de extratos de Agaricus blazei e Lentinula

edodes sobre a germinacdo de conidios de Botrytis cinerea. Média de dez

repeticoes.
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Apéndice 13. Efeito de diferentes concentragdes de extratos de Agaricus blazei sobre o

crescimento radial de Botrytis cinerea. Média de sete repetigdes.
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Apéndice 14. Efeito de diferentes concentracbes de extratos de Lentinula edodes sobre o

crescimento radial de Botrytis cinerea. Média de seis repeticoes.
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Apéndice 15. indice de doenca (%) em cachos de uva ‘Italia’, inoculados com Botrytis

cinerea, em funcdo das concentracfes de quitosana. Média de dez repeticoes.
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Apéndice 16. Anélises fisicas e fisico-quimicas de cachos de uva ‘Italia’ inoculados com
Botrytis cinerea e tratados, por aspersao, apés 4 h, com diferentes

concentracdes de quitosana, apods seis dias de armazenamento a 25+1°C / 80-90

% UR.
Analises fisico-quimicas
Cor da baga*

Trata/os i

(%) AT SS pH Aparéncia L a b
(9.100g")  (°Brix) da raquis”’

INICIAL 0,37 15,36 3,58 1,0 44,53 -5,58 10,49
0,00 0,34 a 16,52 a 3,73a 444 42,65b -4,81la 11,41 a
0,25 0,36 a 1532 a 359a 42a 4541 a -4,72 a 10,07 ab
0,50 0,35a 16,12 a 3,64a 46a 4291b -4,66 a 9,83b
1,00 0,34 a 1544 a 3,57 a 36a 41,63 b -4,59 a 10,10 ab
1,50 0,35a 16,32 a 3,69a 3,8a 42,84 b -4.64 a 10,19 ab
2,00 0,36 a 16,64 a 3,64a 46a 43,92 ab -4,43 a 9,48 b

C.V. (%) 5,58 7,72 3,14 19,68 2,89 8,20 7,11

*Média de cinco repeticdes. Médias seguidas da mesma letra mnisculas na coluna, ndo diferem
estatisticamente entre si (Tukey P<0,05).

Y1 = verde, fresco, tlrgido, 2 = verde opaco, 3 = verde para marrom claro, 4 = predominantemente
marrom e 5 = marrom pardo e seco.

 Em colorimetro Minolta, sistema L* a* b*, onde L* representa luminosidade (O=preto a
100=branco), a* e b* cromaticidade (a=verde a a'=vermelho e, b’=azul a b*=amarelo).
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Apéndice 18a. Cor das bagas de uva ‘Itdlia’, momento antes da inoculagdo com Botrytis

cinerea, previamente tratadas com solucdo de quitosana (1,5 %) ha 24, 48, 72

ou 96 h antes da inoculacéo.

Intervalo de tempo entre tratamento e inoculacédo’

24 h 48 h 72 h 96 h Média
Com Quitosana  44,86" 44,95 44,69 44,86 44,84 a ok
LY Sem Quitosana 43,48 44,12 44,37 43,67 4391D
Média 44,17 A 4453 A 4453 A 4427 A
ns
C.V. (%) 1,98
24 h 48 h 72h 96 h Média
Com Quitosana  -4,59 Aa -583Ba -532Ba -550Ba ** -53la g
a’ Sem Quitosana -5,43 Ab 546 Aa -559Aa -565Aa ns -553a
** ns ns ns
Média -5,01 A -565B -546 AB  -558B
ox
C.V. (%) 7,70
24 h 48 h 72h 96 h Média
Com Quitosana 11,42 12,09 11,68 11,32 11,63 b *
b’ Sem Quitosana 12,53 11,70 12,43 12,22 12,22 a
Média 11,98 A 1190 A 12,05 A 11,77 A
ns
C.V. (%) 5,92

*Média de cinco repeticoes. Médias seguidas da mesma letra mailscula na linha e, minGsculas na
coluna, ndo diferem estatisticamente entre si (Tukey P<0,05).
¥ Em colorimetro Minolta, sistema L* a* b*, onde L*
100=branco), a* e b* cromaticidade (a=verde a a'=vermelho e, b'=azul a b*=amarelo).

? Significancia do teste F da analise de variancia para o efeito dos tratamentos sobre a cor das bagas,
n.s. = nao significativo; *,** = significativo a 5 e 1 % de probabilidade, respectivamente.

representa luminosidade (O=preto a
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Apéndice 18b. Aparéncia da raquis, Acidez Titulavel (AT), Solidos Soluveis (SS) e pH de
cachos de uva ‘Italia’, momento antes da inoculagdo com Botrytis cinerea,
previamente tratados solucdo de quitosana (1,5 %) ha 24, 48, 72 ou 96 h antes

da inoculacéo.

Intervalo de tempo entre tratamento e inoculagéo’

24 h 48 h 72h 96 h Média
Aparéncia Com Quitosana 4,00 4,00 4,60 3,80 410a s
da raquis’ Sem Quitosana 3,80 4,20 4,60 3,00 3,90a
Média 390BC 4,10AB 4,60 A 3,40C
s
C.V. (%) 13,11
24 h 48 h 72h 96 h Média
Com Quitosana 0,78 0,81 0,89 0,91 0,85a o
AT Sem Quitosana 0,79 0,83 0,85 0,85 0,83a
(9-100g™) Média 0,78A  082A 08/A  088A
ns
C.V. (%) 11,28
24 h 48 h 72 h 96 h Média
Com Quitosana 15,66 14,36 14,80 14,64 14,87 a s
SS Sem Quitosana 15,08 15,86 15,50 14,76 15,30 a
(°Brix) Média 1537A 1511A 1515A 14,70A
ns
C.V. (%) 6,02
24 h 48 h 72 h 96 h Média
Com Quitosana 3,16 3,15 3,14 3,08 3,13a s
pH Sem Quitosana 3,11 3,13 3,17 3,09 3,13 a
Média 3,13 AB 3,14 AB 3,16 A 3,09B
ns
C.V. (%) 1,86

*Média de cinco repetices. Médias seguidas da mesma letra maitscula na linha e, mintsculas na
coluna, ndo diferem estatisticamente entre si (Tukey P<0,05).

Y1 = verde, fresco, tlrgido, 2 = verde opaco, 3 = verde para marrom claro, 4 = predominantemente
marrom e 5 = marrom pardo e seco.

* Significancia do teste F da andlise de variancia para o efeito dos tratamentos sobre os parametros
fisico-quimicos da uva, n.s. = ndo significativo; *,** = significativo a 5 e 1 % de probabilidade,
respectivamente.
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Apéndice 19a. Cor das bagas de uva ‘Italia’, tratadas por aspersdo, com solucéo de quitosana

(1,5 %) e, ap0s 24, 48, 72 e 96 h, inoculadas com Botrytis cinerea, apds quatro

dias de armazenamento a 25+1°C / 80-90 % UR.

Intervalo de tempo entre tratamento e inoculagio’

24 h 48 h 72h 96 h Média
Com Quitosana 43,75 43,70 43,36 43,42 4356a o
LY  Sem Quitosana 43,67 43,56 43,40 43,42 4351 a
Média 43,71 A 43,63 A 43,38 A 43,42 A
ns
C.V. (%) 2,16
24 h 48 h 72 h 96 h Média
Com Quitosana  -5,43 -4,94 -5,16 -5,24 -5,19 a ns
a>  Sem Quitosana -5,34 -5,37 -5,07 -5,11 -5,22 a
Média -5,39 A -5,16 A -5,12 A -5,18 A
ns
C.V. (%) 10,86
24 h 48 h 72h 96 h Média
Com Quitosana 11,24 11,48 11,89 11,42 1151b ok
b*  Sem Quitosana 12,23 12,43 12,06 11,95 12,17 a
Média 11,74 A 11,95 A 11,97 A 11,69 A
ns
C.V. (%) 5,66

*Média de cinco repetices. Médias seguidas da mesma letra maitscula na linha e, mintsculas na
coluna, ndo diferem estatisticamente entre si (Tukey P<0,05).

Y Em colorimetro Minolta, sistema L* a* b*, onde L*
100=branco), a* e b* cromaticidade (a=verde a a'=vermelho e, b’=azul a b*=amarelo).

representa luminosidade (O=preto a

? Significancia do teste F da analise de variancia para o efeito dos tratamentos sobre a cor das bagas,
n.s. = nao significativo; *,** = significativo a 5 e 1 % de probabilidade, respectivamente.
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Apéndice 19b. Aparéncia da raquis, Acidez titulavel (AT), Sdlidos Soluveis (°Brix) e pH de

cachos de uva ‘ltalia’, tratados por aspersdo com solucdo de quitosana

(1,5 %) e, ap6s 24, 48, 72 e 96 h, inoculados com Botrytis cinerea, apds

quatro dias de armazenamento a 25+1°C / 80-90 % UR.

Intervalo de tempo entre tratamento e inoculacao’

24 h 48 h 72h 96 h Média
Com Quitosana  4,80" 4,80 5,00 5,00 4,90 a
Aparéncia ) ns
daraquis Sem Quitosana 5,00 5,00 5,00 4,40 4,85a
Média 4,90 A 4,90 A 5,00 A 4,70 A
ns
C.V. (%) 10,76
24 h 48 h 72h 96 h Média
Com Quitosana 0,76 0,78 0,74 0,70 0,75a
AT Sem Quitosana 0,76 0,78 0,66 0,77 0,74 a b
(9-100g7) Média 076A 078A 070A 074A
ns
C.V. (%) 13,23
24 h 48 h 72h 96 h Média
Com Quitosana 14,46 15,28 16,04 14,88 15,17 a
SS Sem Quitosana 15,10 14,36 16,12 16,08 15,42 a "
(°Brix) Média 1478 A 1482A 1608A 1548A
*
C.V. (%) 7,29
24 h 48 h 72h 96 h Média
Com Quitosana 3,18 3,17 3,21 3,20 3,19a
pH Sem Quitosana 3,17 3,17 3,20 3,21 3,19a s
Média 3,17 A 317A 3,20 A 321 A
ns
C.V. (%) 2,25

*Média de cinco repeticoes. Médias seguidas da mesma letra mailscula na linha e, minGsculas na
coluna, ndo diferem estatisticamente entre si (Tukey P<0,05).
Y1 = verde, fresco, tlrgido, 2 = verde opaco, 3 = verde para marrom claro, 4 = predominantemente

marrom e 5 = marrom pardo € Seco.

? Significancia do teste F da andlise de variancia para o efeito dos tratamentos sobre os parametros
guimicos da uva, n.s. = ndo significativo.
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Apéndice 20. Efeito de diferentes concentracdes de quitosana sobre a germinacao de conidios

de Botrytis cinerea.

10 Y =3,20-4,07X+2,28X?-0,36X* R?= 0,87

Y =5,57-6,81X+3,76X2-0,56X® R? = 0,72

8 ] Y =7,43-8,22X+4,37X?-0,65X° R? = 0,87
L

Y =8,03-8,73X+4,66X?-0,69X® R? = 0,83
Y =8,16-8,34X+4,38X?-0,64X3 R?= 0,88

indice de doneca (%)

0,0 0,5 1,0 2,0 4,0
Doses de AA (mL.200L™")

2 3 4 5 6
Dias de armazenamento

Apéndice 21. indice de doenca (%) causada por Botrytis cinerea em cachos de uva ‘ltalia’
tratados com diferentes doses de acido acético (AA), 4 h apos a inoculagdo com

0 patogeno. Média de dez repeticoes.
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Apéndice 22. Andlises fisicas e fisico-quimicas em cachos de uva ‘Italia’ antes da vaporizagao

com &cido acético (10,5 mg.L™) para posterior inoculagéo.

Cor da baga®
AA —
10,5 mg.L™ AT SS pH Aparéncia L a b
’ (9.100g™)  (°Brix) da raquis’
24 h 0,57%a 15,70a 3,83a 16a 4410a -519a 11,68 a
48 h 0,67 a 1522a 3,74a 12a 43,77a -548a 11,38 a
72 h 0,54 a 1656a 3,87a 1l2a 4442a -539a 11,63 a
96 h 0,58 a 1556a 3,83a 12a 4348a -545a 11,11 a
C.V. (%) 17,86 6,39 3,53 36,49 2,45 4,98 7,64

* Média de cinco repeticdes. Médias seguidas da mesma letra maiGscula na linha e, mnusculas na
coluna, ndo diferem estatisticamente entre si (Tukey P<0,05).

Y1 = verde, fresco, targido, 2 = verde opaco, 3 = verde para marrom claro, 4 = predominantemente
marrom e 5 = marrom pardo e seco.

z

Em colorimetro Minolta, sistema L* a* b*, onde L*

100=branco), a* e b* cromaticidade (a=verde a a'=vermelho e, b’=azul a b*=amarelo).

representa luminosidade (O=preto a



151

Apéndice 23a. Cor das baga de uva ‘Italia’, momento antes da inoculacdo com Botrytis

cinerea, previamente tratadas com vapor de 4cido acético (10,5 mg.L™) ha

24, 48, 72 ou 96 h antes da inoculagéo.

Intervalo de tempo entre tratamento e inoculacdo’

24 h 48 h 72 h 96 h Meédia
ComAA  43,36" 43,94 43,84 43,80 4373b
LY Sem AA 4422 44,19 44,93 44,90 44,56 a
Média  43,79A  4406A  4438A  4435A
ns
C.V. (%) 2,46
24 h 48 h 72 h 96 h Meédia
ComAA 506 -5,14 -5,36 5,48 526a
Q Sem AA -5,43 -5,34 -5,30 5,49 5,39 a
Média  -525A  524A  -533A ‘5,49 A
ns
C.V. (%) 6,06
24h 48 h 72 h 96 h Meédia
ComAA 10,74 10,82 10,85 11,62 11.0la
bY SemAA 10,64 10,81 11,01 11,99 11124
Média  1069B 10,82AB 1093AB  11,81A
C.V. (%) 8,24

*Média de cinco repeticdes. Médias seguidas da mesma letra mailscula na linha e, mindsculas na
coluna, néo diferem estatisticamente entre si (Tukey P<0,05).

Y Em colorimetro Minolta, sistema L* a* b*, onde L* representa luminosidade (O=preto a 100=branco),
a* e b* cromaticidade (a=verde a a"’=vermelho e, b=azul a b*=amarelo).

Z Significancia do teste F da andlise de variancia para o efeito dos tratamentos sobre a cor das bagas,
n.s. = ndo significativo, *,** = significativo a 5 e 1 % de probabilidade, respectivamente.
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Apéndice 23b. Aparéncia da raquis, Acidez Titulavel (AT), Solidos Solaveis (°Brix) e pH de
cachos de uva ‘Itdlia’, momento antes da inoculagdo com Botrytis cinerea,
previamente tratados com vapor de 4cido acético (10,5 mg.L™) hé 24, 48, 72 ou

96 h antes da inoculacao.

Intervalo de tempo entre tratamento e inoculacdo®

24 h 48 h 72h 96 h Média
ComAA 240" 2,80 3,20 3,20 2,90 a

Aparéncia ns
da raquis’ Sem AA 2,40 2,60 3,00 3,40 2,85a

Média 2,40 C 2,/0BC 3,10AB 330A

**

C.V. (%) 16,50
24 h 48 h 72 h 9 h Média
ComAA 064 0,60 0,53 0,57 059a
AT Sem AA 0,57 0,50 0,55 0,50 0,53 b
(9-100g™) Média 0,61 A 055A 054A 054A
ns
C.V. (%) 13,19
24 h 48 h 72 h 96 h Média
ComAA 1588 15,20 14,96 1508  1528b
SS Sem AA 1568 16,36 16,00 16,32  16,09a
(°Brix) Média 15,78 A 1578 A 1548 A 1570A
ns
C.V. (%) 4,71
24h 48 h 72 h 9 h Média
ComAA 381 3,84 3,82 3,75 381b
pH Sem AA 3,95 3,88 3,92 3,84 3,90 a
Média  388A  38A 387A 380A
ns
C.V. (%) 2,87

*Média de cinco repeticdes. Médias seguidas da mesma letra maiGscula na linha e, minGsculas na
coluna, néo diferem estatisticamente entre si (Tukey P<0,05).

Y1 = verde, fresco, tlrgido, 2 = verde opaco, 3 = verde para marrom claro, 4 = predominantemente
marrom e 5 = marrom pardo e seco.

? Significancia do teste F da analise de variancia para o efeito dos tratamentos sobre os parametros
fisicos e fisico-quimicos da uva, n.s. = ndo significativo; *** = significativo a 5 ¢ 1 % de
probabilidade, respectivamente.
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Apéndice 24a. Cor das bagas de uva ‘Italia’, tratada por vaporizacdo, com &cido acético (10,5

mg.L™?) e, ap6s 24, 48, 72 e 96 h, inoculada com Botrytis cinerea, apds quatro
dias de armazenamento a 25+1°C / 80-90 % UR.

Intervalo de tempo entre tratamento e inoculagéo®

24 48 h 72 h 96 h Média
ComAA 4244 43,26 42,82 43,29 296a
LY  SemAA 4295 43,53 42,65 43,30 43,11 a
Média 42,70 A  4340A  4274A  4330A
ns
C.V. (%) 2,14
24 h 48 h 72 h 96 h Meédia
ComAA 535 -5,51 -5,37 -5,19 535a
@  SemAA  -541 -5,34 -5,32 -5,53 540a
Média  -538A  -542A  -534A 5,36 A
ns
C.V. (%) 4,43
24 48 h 72 h 96 h Meédia
ComAA 11,40 10,92 10,67 10,38 1084a
B SemAA 11,04 11,30 11,09 11,55 11,25a
Média  1122A  11,11A  10,88A 10,96 A
ns
C.V. (%) 5,79

*Média de cinco repetices. Médias seguidas da mesma letra maitscula na linha e, mintsculas na
coluna, ndo diferem estatisticamente entre si (Tukey P<0,05).

Y Em colorimetro Minolta, sistema L* a* b*, onde L*

100=branco), a* e b* cromaticidade (a=verde a a'=vermelho e, b'=azul a b*=amarelo).
? Significancia do teste F da analise de variancia para o efeito dos tratamentos sobre a cor das bagas,
n.s. = nao significativo; *,** = significativo a 5 e 1 % de probabilidade, respectivamente.

representa luminosidade (O=preto a
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Apéndice 24b. Aparéncia da raquis e degrana (%) de cachos de uva ‘Italia’, tratados por
vaporizagdo com &cido acético (10,5 mg.L™) e, apés 24, 48, 72 e 96 h,
inoculados com Botrytis cinerea, apds quatro dias de armazenamento a

25+1°C /80-90 % UR.

Intervalo de tempo entre tratamento e inoculagio’

24 h 48 h 72 h 96 h Média
Aparéncia  COMAA 320" 3,20 5,00 5,00 410a
daraquis®  Sem AA 3,20 3,40 4,60 4,80 4,00 a
Média 3,20B  330B  480A  490A
o
C.V. (%) 10,33
24 h 48 h 72 h 96 h Média
ComAA 14,39 3,09 4,38 3,60 636a
Degrana Sem AA 3,38 5,14 3,93 9,70 554 a
(%)
Média 888A  411A 415A  665A
ns
C.V. (%) 55,65

" Média de cinco repeticdes. Médias seguidas da mesma letra maiGscula na linha e, mintsculas na
coluna, néo diferem estatisticamente entre si (Tukey P<0,05).

*'1 = verde, fresco, tirgido, 2 = verde opaco, 3 = verde para marrom claro, 4 = predominantemente
marrom e 5 = marrom pardo e seco.

¥ Significancia do teste F da andlise de variancia para o efeito dos tratamentos sobre os parametros
fisico-quimicos da uva, n.s. = ndo significativo, *,** = significativo a 5 e 1 % de probabilidade,
respectivamente.

? Dados originais foram transformados em /X + 0,5 para anélise estatistica.
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Apéndice 25. indice de doenca causada por Botrytis cinerea em cachos de uva ‘Italia’ tratados
com diferentes doses de irradiacdo UV-C 4 h ap6s a inoculagdo com o patdgeno:
(A) dados originais e (B) regressdo polinomial (3 (®) e 5 (M) dias ap6s a
inoculacéo). Média de cinco repeti¢cdes. Dados originais foram transformados em

JX+0,5 para anélise de regresséo.
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Apéndice 26. indice de doenca causada por Botrytis cinerea em cachos de uva ‘Italia’ tratados
com diferentes doses de irradiacdo UV-C 24 h antes da inoculagdo com o
patdgeno: (A) dados originais e (B) regressao polinomial (4 (@) e 5 (M) dias ap6s
a inoculacdo). Média de cinco repeti¢bes. Dados originais foram transformados

em /x+0,5 para anélise de regressdo.
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