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TRATAMENTO COM CALOR NO CONTROLE DE Botryosphaeria dothidea
(Moug.) Ces. & De Not) EM MAGCAS CV. FUJI'

Autor: Andréia Hansen Oster
Orientador: Renar Jodao Bender
Co-orientador: Rosa Maria Valdebenito-Sanhueza

RESUMO

A necessidade de se prolongar o periodo pds-colheita fez com que a
utilizacado de tratamentos em pos-colheita com o uso de defensivos agricolas
aumentasse nas ultimas décadas. No entanto, a preocupagao de consumidores
quanto a residuos as deficiéncias de controle observadas incentivaram a
procura por tratamentos alternativos, entre os quais os tratamentos com calor
vem sendo testados em frutos de varias espécies. No presente trabalho
estudou-se o efeito do tratamento com calor no crescimento do micélio e
germinacgao dos conidios de Botryosphaeria dothidea e, avaliou-se a viabilidade
da termoterapia com calor, isolada ou em combinagcdo com carbonato de sodio
no controle da podriddo branca e na manutengao da qualidade das macéas ‘Fuji’
em diferentes estadios de maturacdo, mantidas ou ndo sob armazenamento
refrigerado. Foi objetivo também verificar a expressdo de genes que séo
regulados durante a interagdo maca-Botryosphaeria dothidea, apds tratamento
com calor. Os experimentos foram conduzidos testando-se combinagbes de
diferentes temperaturas e periodos de exposi¢cao ao calor sobre o patégeno B.
dothidea e sobre frutos inoculados e ndo inoculados artificialmente com o
patdogeno. Os resultados obtidos sobre o patégeno mostraram que,
independente da concentragdo de caldo batata-dextrose (BD) utilizada na
suspensao, 45% dos conidios de B. dothidea germinaram nos frutos apos 24h
e 91% apos 48h de incubagao a 26°C. Constatou-se um aumento significativo
da germinagcdo dos conidios quando acrescentado 2,4% de caldo BD a
suspensdo. Sobre o efeito da temperatura no patdgeno, as temperaturas
inferiores a 62°C, em qualquer periodo de exposi¢gdo ndao foram capazes de
inibir o micélio do patégeno. Os conidios submetidos a temperatura de 58°C
somente foram inativados quando o tratamento foi estabelecido por 60s. A
termoterapia com calor associada ou ndo ao carbonato de sdédio reduziu a
incidéncia e severidade da doencga podriddo branca. A severidade da doenca
foi influenciada pelo estadio de maturacédo dos frutos verificando pelo aumento
no numero de lesdes/fruto quanto mais avangcada a maturacdo das magas. Os
resultados obtidos no RT-PCR evidenciaram que os protocolos utilizados nao
produziram RNA de alta qualidade e desta forma inviabilizaram a analise da
expresséo diferencial dos genes na interagdo maca-B.dothidea.

! Tese de Doutorado em Fitotecnia, Faculdade de Agronomia, Universidade Federal
do Rio Grande do Sul, Porto Alegre, RS, Brasil. (84 p.) Setembro, 2004.
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ABSTRACT

The need to prolong shelf-life after harvest having reduced losses of
fruits due to rot incidence resulted in an increased use of agrochemicals over
past few years. Nevertheless, consumer concerns with regards to pesticide
residues and the fact that these widely-applied chemicals after harvest have
shown some lack of control effectiveness encouraged the search for alternative
methods to control postharvest pathogens. Heat treatments to control
postharvest pathogens have been tested in many fruit species. In the present
work heat treatments were applied to determine the effect of heat on mycelium
growth and conidia germination of Botryosphaeria dothidea as well as to
evaluate the efficacy of thermotherapy with heat alone or in combination with
sodium carbonate on the control of white rot and fruit quality maintenance of
Fuji apples of different ripening stages after cold storage. It was also intended to
determine gene upregulation in the system apple-B. dothidea after treatments
with heat. The experiments were conducted testing combinations of different
temperatures and heat-exposure times on the pathogen B. dothidea and on
inoculated and not inoculated apples. 45% of the conidia of B. dothidea
germinated after 24 hours and 91% germinated after 48 hours of incubation at
26°C independently of the potato-dextrose (PD) concentrations utilized in the
suspension, however, a significant increase in conidia germination is observed
when 2,4% of PD is added to the suspension. Temperatures below 62°C at any
exposure time did not inhibit mycelium growth. Conidia were only inactivated at
58°C after one minute exposure time. Thermotherapy with heat associated or
not to sodium carbonate reduced incidence and severity of the disease caused
by B. dothidea. The severity was also influenced by the ripening stage of the
apples. The riper the apples the higher the number of wounds of the fruit. The
results of RT-PCR indicate that the used protocols did result in high quality RNA
which impeded differential expression analysis of genes in the system apples-
B. dothidea .

2 Doctoral thesis in Agronomy, Faculdade de Agronomia, Universidade Federal do Rio
Grande do Sul, Porto Alegre, RS, Brazil. (84 p.) September, 2004.
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1. CAPITULOI

INTRODUCAO

O cultivo da macéa (Malus domestica Borkh.) esta concentrado na Regiéo
Sul do Brasil, onde os estados de Santa Catarina e Rio Grande do Sul
representam 96% da producao total. De acordo com Associacao Brasileira de
Produtores de Maga (ABPM) a produgédo total de magéd no Brasil, na safra
2003/2004, foi de aproximadamente 1.100.000 toneladas em uma area de
cerca de 31 mil ha. As principais variedades cultivadas nos estados lideres sao
Gala e Fuji, que representam respectivamente 40% e 38% da producgéo
(Associagao Brasileira de Produtores de Macga - ABPM, 2004).

A fase de pods-colheita € extremamente importante para maca, pois
sendo um produto perecivel, € nesta fase que ocorrem perdas de qualidade
dos frutos, principalmente devido a desidratagcdo, amadurecimento e ocorréncia
de podriddes e disturbios fisioldgicos.

A necessidade de se prolongar o periodo de armazenamento, sem
perdas de frutos em decorréncia de problemas fitossanitarios, fez com que a
utilizacado de tratamentos em pos-colheita com o uso de defensivos agricolas
aumentasse nos ultimos anos. Por outro lado, as pressdes dos consumidores
de paises mais desenvolvidos quanto aos residuos destes produtos quimicos
impuseram restricbes regulamentares que reacenderam o interesse em

meétodos alternativos de controle de doencas pos-colheita, que haviam sido
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colocados em plano secundario com a expanséo da industria quimica (Couey,
1989). No Brasil, em menor escala, estas pressbes também estdo sendo
exercidas sobre os produtores e, principalmente, em produtos que possam ser
exportados para o consumo in natura, como, por exemplo, a maca.

Nas doencgas pds-colheita da cultura da maca, as de mais dificil controle
sdo a podriddao branca (Botryosphaeria dothidea (Moug.) Ces. & De Not.), a
podriddo amarga (Glomerella cingulata (Stoneman) Spauld.& Schrenk), e a
mancha foliar de Glomerella (Glomerella spp). Estas doengas tornam-se mais
evidentes a medida que se aproxima a colheita, quando a utilizacdo de
fungicidas é mais restrita.

Em macéas da cultivar Fuji, tem sido observado, nos ultimos anos,
incrementos nas perdas pdés-colheita devido a incidéncia de patogenos. Estes
incrementos sdo, possivelmente, resultado da maior pressdo do inéculo e do
surgimento de ragas resistentes aos fungicidas tradicionalmente utilizados para
o controle.

Tendo em vista que ha um numero restrito de defensivos agricolas
passiveis de uso em poés-colheita, que estes tratamentos quimicos
tradicionalmente empregados n&o apresentam mais a eficiéncia de controle
que os consagrou, e considerando a possibilidade de se perder mercados
potenciais devido a presenga de residuos, ressurge, também no Brasil, uma
demanda para métodos alternativos de controle de infec¢des.

Entre os métodos alternativos de controle de doencas pés-colheita de
frutos esta o tratamento com calor. Esta técnica, que ja vem sendo testada em

diversos frutos, poderia atuar no controle de podridées pds-colheita através do
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efeito letal do aumento da temperatura sobre o patdégeno, ou ainda, através da
indugdo de mecanismos de defesa no fruto.

Diversos fatores, relacionados com o patégeno, com o fruto ou na
interacdo entre ambos, poderiam influenciar a eficacia do tratamento com calor
no controle das doencas. As informagdes sdo escassas sobre o efeito do
tratamento com calor no controle de diversas doengas que ocorrem em macas
na poés-colheita, bem como, a influéncia deste tratamento na manutencéo da
qualidade do fruto.

Neste sentido, os trabalhos foram desenvolvidos para verificar o efeito
do tratamento com calor na germinagdo de conidios e crescimento do micélio
de Botriosphaeria dothidea in vitro (Capitulo 2).

O Capitulo 3 aborda os experimentos realizados para verificar o efeito do
tratamento com calor associado ou ndo ao carbonato de sédio no controle pés-
colheita da podriddo branca em macas ‘Fuji’; avaliar a viabilidade do tratamento
com calor no controle da podridao branca em frutos de diferentes estadios de
maturagdo e em macgas armazenadas sob refrigeragdo, bem como, a influéncia
destes tratamentos nos parametros fisico-quimicos de qualidade de macas
‘Fuji’.

Por ultimo, o experimento conduzido no Laboratério de Fitopatologia
Molecular, da UFRGS, teve como objetivo verificar a expressdo de genes que
sdo regulados durante a interacdo maca-B. dothidea, apos tratamento com

calor (Capitulo 4).



2. CAPITULO I

Germinacéo de conidios e crescimento micelial de Botryosphaeria
dothidea s&o influenciados por tratamento com calor

2.1 INTRODUCAO

A doenca podridao branca, causada pelo fungo B. dothidea (Moug.) Ces.
& De Not., forma imperfeita Dothiorella sp. ou Fusicoccum aesculi Corda, é
uma das doengas mais importantes que ocorre em macga (Malus domestica
Borkh) em diversos paises, inclusive no Brasil (Sutton, 1990).

O fungo ascomiceto B. dothidea é encontrado em regides tropicais e
temperadas mais quentes (Kim et al., 2001), ocorrendo em uma ampla
variedade de espécies, incluindo castanha, péssego e mirtilo (Travis et al.,
2003).

Os ascosporos de B. dothidea, produzidos em pseudotécios, sao
ovoides, hialinos e unicelulares. Ja, os conidios, produzidos em picnidios, sao
hialinos e nado septados. Ambas estruturas de frutificacdo sobrevivem em
cancros de ramos e troncos, sendo liberados na primavera e dispersados
através do vento e da agua da chuva, infectando os frutos em desenvolvimento
(Sutton, 1981, 1990).

As lesbes no fruto normalmente tornam-se visiveis entre seis e oito
semanas antes da colheita. No entanto, existem evidéncias de que a infeccao

pode ocorrer no inicio do ciclo vegetativo, permanecendo latente por um longo
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periodo, sem manifestar sintomas até o inicio da maturagédo (Sutton & Boyne,
1983; Boneti & Katsurayama, 1999).

Na superficie do fruto os ascosporos e/ou conidios germinam e formam
tubos germinativos. Estes se desenvolvem através de aberturas naturais, tais
como lenticelas ou rachaduras, ou ainda, através de ferimentos presentes na
epiderme do fruto. A penetragdo dos tubos germinativos pode ser direta, com
ou sem a formacdo de apressorios, através da degradagdo enzimatica das
camadas de cuticula (Kim et al., 1999).

As lesbes nos frutos inicialmente s&o pequenas, circulares, com
pontuagdes escuras e circundadas por um halo vermelho. A medida que as
lesdes evoluem vao se formando anéis concéntricos de coloragdo marrom-
clara alternada com marrom-escura (Figura 1).

Segundo Sutton & Boyne (1983), os isolados de B. dothidea variam em
morfologia e viruléncia. Nos experimentos realizados por estes autores, foi
verificado que o grau de variagao viruléncia de B. dothidea foi semelhante entre
os diferentes ambientes de coleta dos isolados, além de verificarem que
isolados obtidos de cancros foram tdo patogénicos quanto os isolados obtidos
dos frutos de magas. Fulkerson (1960) descreve que isolados crescendo em
meio batata-dextrose-agar (BDA) apresentam variagdes na pigmentagcéo e
morfologia do micélio, além de apresentarem variagbes na capacidade de
produzir picnidios.

Em estudos feitos em meio de cultura sélido a temperatura 6tima para o
crescimento do miceélio ocorreu a aproximadamente 30°C (Kohn & Hendrix,
1982). Ja, quando Sutton & Arauz (1991) estudaram a germinagao dos

conidios em agua, a temperatura otima variou de 25-30°C. Estes mesmos
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autores verificaram que a temperatura oOtima para a germinagdo dos
ascosporos foi menor do que para a germinagao dos conidios, e, ainda, o
crescimento do tubo germinativo requer temperaturas maiores que a aquelas
necessarias para a germinagao. De qualquer forma, segundo aqueles autores,
sob condigdes de temperaturas ideais, a germinagédo de conidios e ascosporos
ocorre apds 4 horas. A germinagao do fungo pode ser dependente em graus
variaveis da presenga de nutrientes na agua (Bailey et al., 1995). Os trabalhos

com B. dothidea porém, ndo tem avaliado este fator.

FIGURA 1. Detalhe da lesdo interna (a) e externa (b) causada por
Botryosphaeria dothidea em magas ‘Fuji’.

Diversos patégenos tém mostrado inibicdo do crescimento micelial e da
germinagao dos conidios quando submetidos a temperaturas altas (40-70°C)
(Lurie, 1998). Contudo n&o ha relatos de sensibilidade de B. dothidea a estas
condigoes.

A eficiéncia do tratamento com calor sobre o patdégeno é normalmente
medida pela redugado na viabilidade do organismo, tanto na germinacao do

esporo como no crescimento do micélio (Lurie, 1998). Por outro lado, a
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resposta do patdgeno ao calor pode ser influenciada por diversos fatores, tais
como, atividade metabdlica do patéogeno, concentragdo e idade do inéculo e
umidade dos esporos (Barkai-Golan & Phillips, 1991). A umidade, poderia
afetar a transferéncia do calor e, consequentemente, a eficacia do tratamento
(Lurie, 1998). Ainda neste sentido, Lurie (1998) afirma que os esporos dos
fungos germinados s&o mais sensiveis ao calor do que os esporos nao
germinados.

As diferengas genéticas dos fungos podem ser expressas pela
consideravel variagdo na sensibilidade as altas temperaturas (Barkai-Golan &
Phillips, 1991). Segundo Karabulut et al. (2002), o crescimento micelial de
Monilinia fructicola (G. Wint.) Honey foi completamente inibido pela exposi¢ao a
50°C durante 10 segundos. Por outro lado, o crescimento de Penicillium
expansum Link. sé foi inibido quando os esporos foram expostos a 60°C
durante 20 segundos.

Segundo Lurie (1998), para uma determinada espécie de fungo, a
inativacdo dos esporos pelo calor € o resultado da combinagao da temperatura
e duragao do tratamento. Assim, Barkai-Golan & Phillips (1991) afirmam que os
esporos de Alternaria alternata (Fries) Keissler podem ser inativados tanto a
48°C durante 2 minutos como a 46°C durante 4 minutos.

Os experimentos tiveram como objetivos: a) verificar diferengas de
viruléncia dos isolados de Botryosphaeria dothidea em macéas ‘Fuji’; b) verificar
a influéncia do meio de cultura BD na germinagao dos conidios de B. dothidea
in vitro e in vivo; c) testar o efeito de diferentes temperaturas e periodos de
exposi¢cao na germinagao de conidios e crescimento do micélio de B. dothidea

in vitro.



2.2 MATERIAL E METODOS
2.2.1 Viruléncia de isolados de Botryosphaeria dothidea

Os 10 isolados de Botryosphaeria dothidea foram obtidos a partir de
macas com sintomas tipicos de podriddo branca de pomares da regido de
Vacaria-RS.

Os isolados foram retirados dos frutos e colocados para crescer em
placas de Petri contendo meio de cultura batata-dextrose-agar (BDA) por 13
dias em camara BOD a 26°C sob luz fluorescente constante. A partir destes,
produziram-se culturas monosporicas dos isolados, segundo o método de Keitt
(1925), modificado por Ezekiel (1930) e Lambert (1939).

Para a producdo de conidios, os isolados de B. dothidea foram
transferidos para discos de papel filtro, previamente colocados sobre o meio de
cultura BDA nas placas de Petri, permanecendo por 13 dias em camara BOD a
26°C sob luz fluorescente constante. Apds este periodo, os papéis filtro
contendo os corpos de frutificacdo, foram retirados das placas de Petri e
triturados, em almofariz, juntamente, com 20 mL de agua destilada estéril.

A suspensao de conidios obtida foi filtrada através de 3 camadas de
gaze para a remocgao dos residuos de micélio. A concentragao de conidios na
suspensdo foi determinada com um hemacitdmetro e ajustada para 10°
conidios/mL.

A inoculagao foi realizada em magas cv. Fuji, provenientes de diferentes
pomares da regiao de Vacaria-RS. Inicialmente, as macéas foram uniformizadas
por tamanho (calibre 120) e em seguida foram lavadas com uma solugéo de

hipoclorito de sdédio a 1% (produto comercial), durante um minuto, para
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desinfestacdo da superficie dos frutos. Em seguida, os frutos foram lavados
duas vezes com agua esterilizada e secados a temperatura ambiente.

As macas foram inoculadas pela aspersdo da suspensao de conidios
(10° conidios/mL), através de um atomizador, durante 5 segundos, na regido
equatorial do fruto. Os frutos inoculados foram acondicionados separadamente
em bandejas plasticas. Para manter a umidade, as bandejas foram colocadas
dentro de sacos plasticos e incubadas em camara BOD a 26°C durante 13
dias. ApoOs este periodo, a avaliagdo da incidéncia da doenca foi realizada
através da contagem do numero de lesbes causadas por B. dothidea nas
macas ‘Fuji’.

O delineamento experimental foi o inteiramente casualizado com 12

repeticoes, cada repeticdo correspondendo a uma maca.
2.2.2 Germinacao dos conidios de B. dothidea in vitro e in vivo

2.2.2.1 Caldo de batata-dextrose (BD)

A solugao de BD foi preparada com 200g de infusdo de batata e 20g de
dextrose em 1 litro de agua destilada. A partir da solugdo estoque foram
realizadas diluicbes para as concentragdes de 0,024; 0,12; 0,24; 1,2 e 2,4%

BD.

2.2.2.2 Isolado de Botryosphaeria dothidea

O isolado n° 10 foi colocado para crescer em placas de Petri contendo
meio de cultura batata-dextrose-agar (BDA) por 13 dias em cdmara BOD a
26°C sob luz fluorescente constante. A partir destes, produziram-se culturas
monosporicas dos isolados, segundo o método de Keitt (1925), modificado por

Ezekiel (1930) e Lambert (1939).
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Para a producdo de conidios, o isolado de B. dothidea foi transferido
para discos de papel filtro, previamente colocados sobre o meio de cultura BDA
nas placas de Petri, permanecendo por 13 dias em camara BOD a 26°C sob
luz fluorescente constante. Apds este periodo, os papéis filtro contendo os
corpos de frutificacdo, foram retirados das placas de Petri e triturados, em
almofariz, juntamente, com 20 mL de agua destilada estéril ou 20 mL de caldo
BD em diferentes concentragdes (T1= suspenséo de conidios com agua; T2=
suspensido de conidios com BD 0,024%, T3= suspensido de conidios com
0,12% de BD; T4= suspensao de conidios com 0,24% de BD; T5= suspenséao
de conidios com 1,2% BD; T6= suspensao de conidios com 2,4% de BD).

A suspensdo de conidios obtida foi filtrada através de 3 camadas de
gaze para a remogao dos residuos de micélio. A concentragcdo de conidios na
suspensdo foi determinada com um hemacitdmetro e ajustada para 10*
conidios/mL para utilizagdo na avaliagdo da germinagao dos conidios in vitro ou
ajustada para 10° conidios/mL para avaliagdo da germinacdo dos conidios de

B. dothidea nos frutos.

2.2.2.3 Germinacéao dos conidios de B. dothidea in vitro

Com o auxilio de uma micropipeta, 30 uL da suspenséo de conidios (10*
conidios/mL), em diferentes concentragdes de BD (0; 0,024; 0,12; 0,24; 1,2 e
2,4% BD), foram distribuidas em placas de Petri com meio agar-agua (0,018:1).
As placas foram acondicionadas por 12 horas em camara BOD a 26°C. Apéds
este periodo, as placas foram retiradas da BOD e coradas com 0,1% azul de
algodao em lactofenol.

A percentagem de germinagao dos esporos foi determinada observando-

se, ao microscopio, 50 conidios selecionados arbitrariamente em cada placa de



11

Petri. O conidio foi considerado germinado quando o tubo germinativo
apresentava no minimo metade do comprimento do esporo.

O delineamento experimental foi o inteiramente casualizado com 4

repeticoes de 5 placas de Petri por tratamento.

2.2.2.4 Germinacéao dos conidios de B. dothidea in vivo

A inoculacéo foi realizada em macas cv. Fuji, provenientes de diferentes
pomares da regiao de Vacaria-RS. Inicialmente, as macas foram uniformizadas
por tamanho (calibre 120) e em seguida foram lavadas com uma solugéo de
hipoclorito de sodio a 1% (produto comercial), durante um minuto, para
desinfestacdo da superficie dos frutos. Em seguida, os frutos foram lavados
duas vezes com agua esterilizada e secados a temperatura ambiente.

As macgas foram inoculadas pela aspersdo da suspensao de conidios
(105 conidios/mL) com diferentes concentracées de BD (0; 0,024; 0,12; 0,24;
1,2 e 2,4% BD), através de um atomizador, durante 5 segundos, na regiao
equatorial do fruto. Os frutos inoculados foram acondicionados separadamente
em bandejas plasticas. Para manter a umidade, as bandejas foram colocadas
dentro de sacos plasticos e incubadas em camara BOD a 26°C por 12, 24, 48,
72, 96 horas.

A avaliagdo da germinagdo dos conidios nos frutos inoculados foi
realizada apos 12, 24, 48, 72 e 96 horas de incubagao em BOD a 26°C. Neste
caso, apos cada intervalo de tempo, retirou-se 2 discos de 1cm de didametro da
epiderme, na regidao equatorial das magas inoculadas. Com o auxilio de um
banho-maria, os discos foram colocados em frascos tipo béquer (50mL)
contendo 20mL de lactofenol de Amann, aquecido a 60°C, durante 3 minutos.

Apos, verteu-se o lactofenol e adicionou-se 30mL alcool etilico (80%) aos
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frascos contendo os discos. Estes, permaneceram por aproximadamente 10
minutos em banho-maria a 80°C para descolorir o tecido. Verteu-se o alcool e
adicionou-se solucao de 0,1 % azul de algodao em lactofenol. Os discos foram
montados em laminas de vidro para analise da germinagdo dos esporos ao
microscopio, contando-se o numero de esporos germinados em cada disco. O
conidio foi considerado germinado quando o tubo germinativo apresentava no
minimo metade do comprimento do esporo.

Os tratamentos foram arranjados em bifatorial, em um delineamento
experimental completamente casualizado, com 6 repeticbes, cada repeticao
correspondendo a uma maca. O fator periodo de incubacao constou de 5 niveis
(12, 24, 48, 72 e 96 horas) e o fator meio BD constou de 6 niveis (0; 0,024;

0,12; 0,24; 1,2 e 2,4% de BD).

2.2.3 Germinagao dos conidios e crescimento do micélio de B. dothidea

in vitro sob diferentes temperaturas

2.2.3.1 Isolados de Botryosphaeria dothidea

Os isolados do fungo B. dothidea (n° 1, 5, 9 e 10) foram crescidos em
placas de Petri contendo meio de cultura batata-dextrose-agar (BDA) e
cultivados em camara de crescimento BOD a 26°C sob luz continua (lampada
fluorescente) durante sete dias, para a produgéo de micélio do patégeno.

Para a producdo de conidios, os isolados de B. dothidea foram
repicados em discos de papel filtro que estavam sobre meio de cultura BDA em
placas de Petri, permanecendo durante 13 dias a 26°C sob luz fluorescente
constante. Apds este periodo, os papéis filtro foram retirados das placas e

triturados, em almofariz, juntamente, com 20 mL de agua estéril. A suspensao
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obtida foi filtrada através de 3 camadas de gaze para a remogao dos residuos
de micélio do patdgeno. A concentragdo de conidios na suspensdo foi
determinada com auxilio de um hemacitdmetro e ajustada para 10*

conidios/mL.

2.2.3.2 Aplicacao do calor

a) Micélio de B. dothidea

Para testar o efeito do calor no crescimento do micélio dos isolados (n°
1, 5, 9 e 10) de B. dothidea, discos de aproximadamente 1 cm de didmetro
foram retirados das bordas das colbnias, preparadas conforme descrito no item
2.2.3.1. Em tubos de microcentrifuga colocaram-se dois discos do micélio e 2
mL de agua esterelizada, previamente aquecida em banho-maria, na
temperatura correspondente ao tratamento. Os tubos, com os discos da colbnia
de micélio foram imersos em agua com diversas temperaturas, e resfriados em
agua a 8°C, apds diferentes periodos de incubacgao.

Comparou-se o efeito das temperaturas de 45, 50, 52, 55, 58°C durante
30 segundos e 15°C (temperatura ambiente - testemunha), no crescimento de
B. dothidea, avaliando-se, 5 dias apds a aplicacdo dos tratamentos, o tamanho
das colbnias desenvolvidas a partir dos discos tratados.

Apods a aplicagao dos tratamentos, os discos foram retirados dos tubos e
incubados em placas de Petri com meio BDA em estufa BOD a 26°C, durante 6
dias.

Os tratamentos, com trés repetigcbes, foram arranjados segundo um

bifatorial (isolados e temperatura) num delineamento experimental
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completamente casualizado. Cada repeticdo foi composta por um tubo de

microcentrifuga.

b) Conidios de B. dothidea

Para testar o efeito do calor na germinacéo dos conidios de B. dothidea,
1mL da suspensédo de conidios de cada um dos isolados do patégeno (n° 1, 5,
9 e 10), preparada conforme descrito no item 2.2.3.1, foi colocada em tubos de
vidro (30 mL) com 10 mL de agua aquecida a 58°C, durante 30 e 60 segundos.
Imediatamente, os tubos foram resfriados em agua a 8°C.

Com auxilio de uma micropipeta, 30 pL da suspensdo de conidios (10*
conidios/mL) tratados foram distribuidas em placas de Petri com meio BDA. As
placas foram acondicionadas por 5 dias em camara BOD a 26°C. Apos este
periodo, as placas foram retiradas da BOD e analisadas quanto a germinacao
dos conidios.

O delineamento experimental foi o inteiramente casualizado com 5

repeticdes. Cada repeti¢cao foi composta por uma placa de Petri.
2.3 RESULTADOS E DISCUSSAO
2.3.1 Viruléncia dos isolados de B. dothidea

Todos os isolados apresentaram patogenicidade, porém variaram em
sua viruléncia (Tabela 1). Os resultados mostraram que houve diferengas
significativas no numero de lesbes causadas pelos diferentes isolados de B.
dothidea em macéas ‘Fuji’. Estes resultados confirmam relatos anteriores sobre
a variagao que ocorre na patogenicidade de isolados de B. dothidea (Sutton &

Boyne, 1983).
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TABELA 1. Numero de lesdes de podriddo branca em macas ‘Fuji’ inoculadas
(10° conidios/mL) com diferentes isolados de Botryosphaeria
dothidea, apds incubacao a 26°C durante 13 dias, Vacaria, RS,

2003.

Isolado B. dothidea Numero de lesdes por fruto*
1 11,92 bc™
2 11,83 bc
3 4,50 c
4 7,08 C
5 18,33 ab
6 4,50 C
7 7,50 (o}
8 8,50 C
9 18,80 o
10 21,00 a

C.V.=31,8%

* Lesdes maiores que 2mm.

**Valores médios de 12 frutos.

*** Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem significativamente pelo teste de Tukey (P<0,05).

O isolado de B. dothidea (10) foi o que apresentou maior viruléncia,
apesar deste nao diferir estatisticamente dos isolados numeros 5 e 9. As
macas ‘Fuji’ inoculadas com os isolados de B. dothidea (5, 9 e 10)
apresentaram valores superiores a 18 lesdes da doenca/fruto, apds incubacao

a 26°C durante 13 dias.

2.3.2 Germinacao dos conidios de Botryosphaeria dothidea in vitro e in

Vivo

Nos resultados obtidos apods incubagéo a 26°C (Figura 2), determinou-se
um aumento significativo da germinagdo de conidios do patégeno quando
utilizado 2,4% de caldo BD no preparo da suspensao de conidios. Neste caso,
aproximadamente 90% dos conidios de B. dothidea germinaram apds
incubacao a 26°C durante 12 horas.

Sutton & Arauz (1991) observaram que ha diferengas na percentagem

de germinacéao de conidios entre isolado de B. dothidea. Apos 24 h, a 12°C, um
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isolado apresentou germinagdo de 13,9% dos conidios, enquanto outros
isolados apresentavam em meédia 75% de germinacdo. Quando a temperatura
de incubacdo aumentou para 16°C ou 24°C, ap6s 12 horas todos os isolados
testados apresentaram em média 80% de germinagédo. A temperatura 6tima
para a germinagao determinada naquele estudo foi em torno de 26°C.

Verificou-se também que, enquanto Sutton & Arautz (1991) encontraram
germinacao superior a 80% nas suspensdes aquosas de conidios deste
patdbgeno, o maximo de germinagao obtida neste trabalho foi de 65%. Outros
pesquisadores também observaram grande variabilidade na germinacdo de
conidios entre isolados de B. dothidea. (Fulkerson, 1960; Sutton & Boyne,
1983). Esta diferengca pode ser relacionada a diferente origem dos isolados

estudados.
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FIGURA 2. Germinagcdo de conidios de B. dothidea in vitro em diferentes
concentragdes de batata-dextrose (BD), apds 12 h de incubacgéo a
26°C, Vacaria, RS, 2003.

* Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem significativamente pelo teste de Tukey (P<0,05).
C.V.=10,86%
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A anélise estatistica demonstrou que ndo houve interacéo significativa
entre a concentragdo de caldo BD e o tempo de incubagdo, no caso da
germinagcdo dos conidios de B. dothidea nas macgas. Nos resultados
apresentados na Tabela 2, verifica-se que 45% dos conidios germinaram nos
frutos apos 24 h e 91% apos 48 h de incubagdo a 26°C, independente da
concentragéo de caldo BD utilizada na suspensao.

Quando as magas foram inoculadas com conidios suspensos em agua
(Tabela 2) também se verificou um aumento progressivo de conidios
germinados a partir da observagao feita apos 12 h de incubagdo. Somente 43%
dos conidios germinaram apos 24 h e, somente apdés 48 h, a germinagéo
aumentou para 83,6%. Nao ha relatos deste tipo de estudos com B. dothidea e
os resultados sdo de importéncia para definir estratégias de controle do
patdgeno.

TABELA 2. Germinagao de conidios de B. dothidea, suspensos em diferentes

concentragcbes de caldo batata-dextrose (BD), apds incubacéo a
26°C por 12, 24 e 48 horas, em macgas ‘Fuji’, Vacaria, RS, 2003.

Incubacao Concentracdes de BD (%)
(h)* 0 0,024 0,12 0,24 1,2 2,4 Médias
12 22,1 23,1 22,8 25,7 31,5 32,2 26,3 c
24 43,1 42,2 40,7 47,7 47,6 53,4 455b
48 83,6 85,6 90,9 96,9 94,7 98,6 91,7 a

Médias 49,6 e™ 50,3e 5156d 563c 579b 614a

C.V.=11,8%

* Com 72 e 96 h de incubagéo todos os conidios encontravam-se germinados com presenga de micélio
bem desenvolvido.

** Valores médios de 6 frutos

*** Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem significativamente pelo teste de Tukey (P<0,05).

O efeito da concentracédo de caldo BD na germinagédo dos conidios nas
macas foi menor do que na germinagao dos conidios em agua, provavelmente,
porque nas magas ha disponibilidade de nutrientes exsudados pela fruta.

Contudo, constatou-se um aumento significativo da germinagdo quando
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acrescentado 0,12 a 2,4% de caldo BD. Este € o primeiro relato que sugere

que este patdgeno é dependente de nutrientes para sua germinagao.

2.3.3 2.3.3 Germinacao dos conidios e crescimento do micélio de B.

dothidea in vitro sob diferentes temperaturas

Para reduzir o crescimento do micélio de B. dothidea foi necessaria alta
temperatura da agua e longa exposig¢ao. De acordo com os dados na Tabela 3,
houve interagdo significativa entre a temperatura e o periodo de exposi¢ao no
crescimento do micélio de B. dothidea. Os menores crescimentos do micélio de
B. dothidea ocorreram a partir de 62°C, quando expostos a 90 e 120 segundos.
Segundo Barkai-Golan & Phillips (1991), a inativacdo do patdgeno € mais
efetiva com o aumento da temperatura e tempo de duracao do tratamento.
TABELA 3. Diametro das colénias de Botryosphaeria dothidea in vitro (Isolado

10) submetidas a diferentes temperaturas e periodos de
exposi¢ao, Porto Alegre, RS, 2003.

Diametro das colénias (mm)

Tem?oecr;;ltura Perido de exposicao (segundos)
30 60 90 120 Médias
45 45,70 aA* 36,42 cdAB 31,46 cB 43,07 aA 39,16*
48 48,36 aA 51,49 aA 49,72 aA 48,98 aA 49,64
50 42,45 aA 48,92 abA 46,12 abA 40,89 aA 44,60
52 41,97 aA 46,17 abcA 39,92 abcA 40,38 aA 42,12
55 38,22 aA 38,81 bcdA 32,34 cA 41,79 aA 37,79
58 41,83 aA 36,14 cdA 36,64 bcA 41,93 aA 38,89
60 45,95 aA 31,81 dB 36,48 bcAB 37,02 aAB 37,82
62 41,00 aA 42,62 abcdA 19,25dB 20,02 cC 30,72
65 43,71 aA 30,89 dB 17,25 dC 15,82 bD 26,92
Médias 43,24 40,65 35,24 34,65
CV.=17,28%

*Médias seguidas pela mesma letra minuscula na coluna e mailscula na linha ndo diferem
significativamente pelo teste de Tukey (P<0,05)

Quando se analisa o efeito da temperatura sobre o crescimento do
micélio em diferentes isolados de B. dothidea (Tabela 4) verifica-se que nao

houve interacdo significativa entre isolado e a temperatura de tratamento. O
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crescimento do micélio de B. dothidea foi menor quando submetido a 58°C
durante 30 segundos, porém nao diferindo estatisticamente da temperatura de
55°C.

Os fungos apresentam consideravel variacdo na sensibilidade as altas
temperaturas e as diferencas entre os isolados podem estar relacionadas a
diferengas genéticas, como ja constatado em outros patégenos (Sommer et al.,
1967).

TABELA 4. Diametro das colonias de isolados de Botryosphaeria dothidea
desenvolvidas a partir de discos de micélio submetidos a

diferentes condigbes de temperatura durante 30 segundos,
Vacaria, RS, 2003.

Diametro médio da colénia (mm)

Temperatura (°C) Isolado Média
1 5 9 10
45 73,01 78,97 62,25 60,17 68,60 a*
50 72,02 77,39 56,57 66,92 68,22 ab
52 60,42 70,74 63,64 56,13 62,73 ab
55 57,07 58,95 30,64 62,52 52,29 bc
58 29,74 47,45 54,09 47,93 44,80 c
15 66,24 75,36 70,86 62,87 68,83 a
Média 59,75ab 68,14a 56,34b 59,42ab
C.V.=18,56%

* Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem significativamente pelo teste de Tukey (P<0,05).

No caso da germinacéo dos esporos, B. dothidea teve a germinagao dos
conidios inibida quando estes foram submetidos a temperatura de 58°C
durante 60 segundos (Tabela 5).

TABELA 5. Germinagao dos conidios de Botryosphaeria dothidea in vitro, em

meio BDA, sob diferentes temperaturas e periodos de exposicéo,
Vacaria, RS, 2003.

Temperatura Tempo Isolado
(°C) (segundos) 1 2 3 4
58 30 + + + +
60 - - - -
15 + + + +

Legenda: (+) germinado (-) ndo germinado
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A resposta dos patégenos ao calor pode ser influenciada pelo conteudo
de umidade dos esporos, atividade metabdlica do patégeno ou seu indculo,
idade do in6culo e composi¢cédo quimica e atividade da agua do tratamento
(Barkai-Golan & Phillips, 1991). A sensibilidade das espécies de fungos é
variada, e, assim, Karabulut et al. (2002), relataram que, enquanto o
crescimento do micélio de Monilinia fructicola foi completamente inibido pela
exposicdo a 50°C durante 10 segundos, o crescimento do micélio de
Penicillium expansum s6 foi inibido a 60°C por 20 segundos.

A eficiéncia do tratamento com calor no patégeno é, normalmente,
medida pela reducdo na viabilidade do organismo, tanto no crescimento do
micélio como na germinagao do esporo (Lurie, 1998). No caso da germinagao
dos esporos, os tratamentos com calor teriam efeito direto no patogeno,
através da inibicdo ou retardamento da elongagdo do tubo germinativo, ou

ainda, inativando os esporos (Fergunson et al., 2000).



3. CAPITULO Il

Aspersédo de dgua quente no controle pés-colheita da podridéo branca
causada pelo patégeno Botryosphaeria dothidea em maca ‘Fuji’

3.1 INTRODUCAO

O cultivo da maca (Malus domestica Borkh.) esta concentrado na Regiao
Sul do Brasil, sendo os estados de Santa Catarina e Rio Grande do Sul
responsaveis por 95% da producgéao total, especialmente as cultivares Gala e
Fuji (Associacao Brasileira de Produtores de Maca, 2004).

As doencgas poés-colheita sdo responsaveis por perdas substanciais de
frutos. Estas doengas sao o resultado de dois tipos de infecgbes: a) aquelas
resultantes de danos ocorridos durante a colheita e manuseio, ou b) infecgdes
latentes ou quiescentes, iniciadas durante o periodo de crescimento dos frutos
(Bruton, 1994).

A ocorréncia e manutengao da laténcia do patdégeno no hospedeiro séo
o resultado de um equilibrio entre hospedeiro, patégeno e ambiente, onde néo
ha sintoma visual da doenga. As respostas bioquimicas e fisioldégicas pos-
colheita do hospedeiro podem desencadear mudancas neste equilibrio e,
consequentemente, ativar o patégeno. Ao mesmo tempo, o patégeno que se
mantinha com um baixo nivel metabdlico durante a laténcia, pode ativar fatores
de patogenicidade, resultando em parasitismo ativo nos tecidos do hospedeiro

(Jarvis, 1994; Prusky, 1996).
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Nas doencgas pds-colheita da cultura da maca, as de mais dificil controle
sdo a podriddo branca (Botryosphaeria dothidea (Moug.) Ces. & De Not.), a
podriddo amarga (Glomerella cingulata (Stoneman) Spauld.& Schrenk), e a
mancha foliar de Glomerella (Glomerella spp). Estas doengas tornam-se mais
evidentes a medida que se aproxima a colheita, quando a utilizacdo de
fungicidas é mais restrita.

A doenga chamada de podriddo branca em magas é causada pelo fungo
Botryosphaeria dothidea (Moug.) Ces. & De Not. Em anos quentes e chuvosos
sua ocorréncia € mais severa, podendo causar perdas de até 100% na
producdo (Brown Il & Britton, 1986). O patdégeno sobrevive em cancros de
ramos e troncos e frutos mumificados e na primavera inicia a liberacdo de
ascosporos e/ou conidios, os quais irdo infectar os frutos em desenvolvimento
(Sutton, 1990). Nos frutos, as lesdes tornam-se visiveis entre seis e oito
semanas antes da colheita. No entanto, a infeccao pode ocorrer no inicio do
ciclo vegetativo, permanecendo latente no fruto por um longo periodo sem
manifestar sintomas até o inicio da maturagao (Boneti & Katsurayama, 1999).

O controle quimico é o método mais utilizado para o controle de doencgas
em frutos, tanto em pré-colheita como em pds-colheita. Porém, tendo em vista
que os tratamentos com defensivos agricolas tradicionalmente empregados em
pos-colheita ndo apresentam mais a eficiéncia de controle que os consagrou, e
considerando a possibilidade de se perder mercados potenciais devido a
presenca de residuos no fruto que ressurge, também aqui no Brasil, uma
demanda por métodos alternativos de controle de infecgdes.

Algumas técnicas, sem o uso de produtos quimicos, vém sendo

recomendadas para diminuir a incidéncia de podriddes em pods-colheita, como
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por exemplo o pré-resfriamento dos frutos logo apdés a colheita. O
armazenamento em baixas temperaturas ou em condicdes de atmosfera
controlada (AC) também diminui a incidéncia de podridées. O efeito positivo
destas técnicas, entre outros, resulta do retardamento do metabolismo do fruto
e, consequentemente, do amadurecimento, senescéncia, e da inibicdo do
crescimento de fungos (Agar et al., 1990).

Outra alternativa é a utilizagdo do tratamento com agua quente, como
forma de controlar patégenos, que ja vem sendo testado em diversas espécies
frutiferas, tais como: laranja (Couey, 1989), macas (Burchill, 1964; Sams et al.,
1993; Roy et al., 1994; Lurie, 1998; Fallik et al., 2001), péssegos (Phillips &
Austin, 1982; Karabulut, 2002), nectarinas (Anthony et al., 1989) e péras
(Schirra et al, 1997).

O tratamento com calor pode servir como um substituto do controle
quimico na pos-colheita, sem causar danos fisicos ao fruto (Lurie et al., 1998).
Macas ‘Golden Delicious’ expostas a 38°C durante 4 dias apds a inoculagao
com Penicillium expansum Link., reduziram as podriddes apos 3 meses de
armazenamento a 0°C sem reduzir a qualidade do fruto (Leverentz et al.,
2000).

O tratamento com calor para o controle de patdogenos pés-colheita pode
ser aplicado aos frutos de varias formas: agua quente, vapor quente, ar quente
seco, radiagao infravermelha e radiagdo de microondas (Couey, 1989). Na
pratica, os métodos mais empregados sao o vapor quente e agua quente
(Lurie, 1998).

Os tratamentos com calor podem controlar patégenos pela denaturacéo

de proteinas, liberacéo de lipidios, destruicdo de horménios, hipoxia de tecido,
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reducdo de reservas ou injurias metabdlicas (Barkai-Golan & Phillips, 1991).
Por outro lado, a qualidade dos frutos pode ser afetada através da perda de
agua, alteragdo na cor da epiderme, no metabolismo dos agucares, produgéo
de etileno, danos na epiderme, podendo ainda aumentar a sensibilidade a
contaminagao por patogenos (Barkai-Golan & Phillips, 1991). Ainda, segundo
Kays (1991), as altas temperaturas podem causar efeitos indiretos tais como
inibicdo da sintese de pigmentos, escurecimento da epiderme e colapso de
proteinas.

Em adicdo ao possivel efeito letal do aumento da temperatura no
patdbgeno, ha um numero variado de interagbes planta-patégeno que podem
explicar o decréscimo da podriddo (Fergunson et al., 2000). Desta forma, a
termoterapia pode ser efetiva na redugdo da doenca através da inducédo de
mecanismos de defesa no hospedeiro, tais como: materiais constitutivos,
sintese de fitoalexinas e sintese de varias proteinas. O tratamento com calor é
um estresse, e, sendo assim, o tecido vegetal responde na tentativa de aliviar
e/ou reparar o dano causado pelo estresse (Lurie, 1998).

Burchill (1964) foi um dos pioneiros no estudo de combinagdes de tempo
e temperatura da agua de imersé&o para o tratamento de doengas em magés. O
autor testou temperaturas que variaram de 20°C a 55°C, com intervalos de 5°C
entre temperaturas, e tempos de 1 a 21 minutos, com intervalos de 6 minutos,
tendo como objetivo o controle de Gloeosporium sp. Foi observado que nas
temperaturas de até 45°C, em todos os tempos, ndo houve nenhum dano no
fruto. Porém, a 50°C, durante 6 minutos, ja se visualizavam danos externos nos
frutos. O tratamento mais eficiente no controle do Gloeosporium sp. foi 45°C

durante 10 minutos.
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O tratamento com agua quente em manga é uma técnica bastante
empregada no controle quarentenario. Jacobi & Wong (1991) avaliaram o efeito
das temperaturas da agua de imersédo de 48°C a 56°C, durante 20 minutos,
sobre a qualidade dos frutos, e observaram que a partir de 52°C comegaram a
surgir danos externos e internos.

Mais recentemente, no Brasil, Lunardi et al. (2002) e Lunardi et al.
(2003) iniciaram trabalhos sobre o efeito do tratamento com calor no controle
pos-colheita da podriddo branca e na qualidade de macgas ‘Fuji’. Estes autores
verificaram que a imersdo de maga ‘Fuji’, inoculada artificialmente com B.
dothidea, em agua a 47, 49 e 52°C, durante 1, 2 ou 3 minutos, ndo controlou
eficientemente a podriddo causada por este patdégeno. Com relagcdo as
caracteristicas qualitativas das macas, os autores observaram que o
tratamento com calor reduziu a acidez titulavel, aumentou os teores de solidos
soluveis totais e pouco influenciou a firmeza da polpa.

Normalmente, o dano mais comum observado nos frutos €& o
escurecimento da epiderme (Phillips & Austin, 1982; Anthony et al., 1989;
Jacobi & Wong, 1991; Schirra et al., 1997), tornando-os inaceitaveis
comercialmente. Sendo assim, o grande obstaculo para o uso do calor no
controle de doengas pds-colheita esta relacionado com a sensibilidade dos
frutos as temperaturas necessarias para um efetivo tratamento (Couey, 1989).

As combinacdes entre o periodo de exposi¢cado e temperatura séo a base
de um eficiente tratamento com agua quente (Nyanjage et al., 1998). Os
autores consideram, ainda, que ha influéncia da cultivar, de fatores preé-
colheita, entre as combinacbes de periodo e temperatura e, a subsequente

condicdo de armazenamento. Neste sentido, as combinagdes de tempo e
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temperatura do tratamento com calor devem ser estabelecidas para cada
cultivar, dentro de cada espécie, para cada condi¢ao de cultivo.

A tendéncia de aplicacdo de tratamentos térmicos € a combinagao de
menores periodos de exposicao com temperaturas mais altas. Trabalhos mais
recentes (Fallik et al., 1999; Fallik et al., 2001) tem mostrado que as aspersdes
de agua quente por curtos periodos de tempo a temperaturas mais elevadas
controlam satisfatoriamente podridées pds-colheita em diversos frutos. No caso
de macgés ‘Golden Delicious’ a aspersao de agua a 55°C durante 15 segundos,
antes do armazenamento, reduziu significativamente o desenvolvimento de
podriddes, enquanto manteve a qualidade de macas ‘Golden Delicious’ apos 4
meses de armazenamento (Fallik et al., 2001). Por outro lado, para um eficiente
controle dos patdgenos, € necessario maior periodo de exposicdo ao calor
(Lurie et al., 1998).

As informacdes sdo escassas sobre o efeito do tratamento com calor no
controle de diversas podriddes que ocorrem em maga na pos-colheita, bem
como, a influéncia deste tratamento na manutencao da qualidade do fruto. As
pesquisas realizadas até o momento se baseiam, principalmente, no emprego
do vapor quente para o controle de outros patdgenos, como Penicillium
expansum e Botrytis cinerea, e para a manutencado da qualidade dos frutos,
principalmente, a firmeza de polpa (Fallik et al., 1999; Klein et al., 1990, 1997).

Os tratamentos alternativos, utilizados para o controle de doencas na
pos-colheita de frutas, podem n&o apresentar a mesma efetividade que os
tratamentos convencionais com a aplicagdo de fungicidas, principalmente,
porque aqueles nao apresentam efeito residual. Sendo assim, sugere-se que a

combinagcao de métodos alternativos possa ser mais efetiva do que um método
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isoladamente. Neste contexto, diversos trabalhos para o controle de doencas
pos-colheita dos frutos vém sendo realizado testando combinagdes de
tratamento com calor associado ao controle biolégico (Conway et al. 1999;
Leverentz et al., 2000; Leverentz et al. 2003; Karabulut et al. 2002), ou ainda,
tratamentos com a utilizacdo de carbonato ou bicarbonato de sddio, sozinhos
ou associados com o tratamento com calor, tém controlado satisfatoriamente
Penicillium digitatum (Pers. Fr.) Sacc. e Penicillium italicum Wehmer em citrus
(Smilanick et al, 1999; Obagwu & Korsten, 2003; Palou et al, 2002).

O bicarbonato de sodio tem sido utilizado como desinfestante em citrus
desde 1920 (Barger, 1928, citado por Obagwu & Korsten, 2003).
Recentemente, Palou et al. (2002) relatou a redugao de 90% na incidéncia de
mofo azul (P. italicum) e mofo verde (P. digitatum) em frutos inoculados
artificialmente com o patégeno, apds a imersdo em bicarbonato de sédio a 3%.
Nao ha relatos na literatura de avaliacdo da termoterapia com aspersido de
agua aquecida e do carbonato de sodio no controle da podriddo branca em
macas.

O amadurecimento do fruto envolve varias mudancgas fisico-quimicas
antes e/ou apos a colheita, as quais determinam a sua qualidade para o
consumo (Wills et al., 1981). Os sinais visiveis de amadurecimento sao
mudangas na cor, firmeza, suculéncia, sabor e aroma que levam ao estadio
6timo para o consumo, sendo estes determinados pelas mudancas na estrutura
e metabolismo dos tecidos do fruto (Biale, 1975; Rhodes, 1980).

Diversas pesquisas relacionadas com as praticas pds-colheita foram e
continuam sendo realizadas com o objetivo de prolongar a qualidade dos

frutos, através do retardo no amadurecimento, senescéncia, na manifestacao
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de disturbios fisioldgicos, incidéncia de podridoes e desidratacdo dos frutos.
Influenciam nestes processos o resfriamento, controle da umidade relativa do
ar e mudanga na composi¢cao dos gases do ambiente de armazenamento, haja
visto que, estes fatores, isoladamente ou associados, inibem o metabolismo
celular e, consequentemente, inibem o aparecimento de disturbios fisiolégicos
e ocorréncia de podriddes (Wills et al., 1981).

A funcdo do armazenamento de macas é fornecer um ambiente que
minimize a deterioragdo do produto até chegar ao consumidor, além de
estender o periodo de oferta do produto. O manejo da temperatura é téo
importante no controle de doencgas pods-colheita, que todos os outros métodos
tém sido descritos complementares a refrigeragéo. A refrigeragao é o processo
mais indicado para prolongar a vida poés-colheita de frutos, bem como, para
suprimir o desenvolvimento de podridées (Benato et al., 2001). A condigédo de
reducdo da temperatura de armazenamento retarda o amadurecimento e a
senescéncia dos frutos e, consequentemente, reduzem a suscetibilidade aos
patdgenos (Sommer, 1985).

O interesse por métodos alternativos para o controle de podriddes poés-
colheita de frutos, como uma alternativa ao uso de fungicidas, tem aumentado
nos ultimos anos. Neste sentido, o tratamento com calor antes do
armazenamento dos frutos parece ser um dos mais promissores no controle
das podriddes pos-colheita (Couey, 1989; Klein & Lurie, 1990; Schirra et al.,
2000).

A exposicao a temperaturas maiores que 35°C tem causado a inibigao
do amadurecimento em diferentes frutos (Paull, 1990; Lurie, 1998). Tratamento

com calor em tomates durante 2 ou 3 dias a 38°C inibiu o amadurecimento e
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diminuiu as podriddes dos frutos durante o armazenamento (Lurie & Sabehat,
1997). Porritt & Lidster (1978) mostraram que o tratamento com calor (38°C
durante 4 dias), antes do armazenamento, reduziu a perda da firmeza da polpa
e as podriddes causadas, principalmente, por Penicillum spp, em macas
‘Spartan’ e ‘Golden Delicious’. Resultados similares foram obtidos por Lurie et
al. (1998) com magas ‘Golden Delicious’ e ‘Ana’.

O efeito do tratamento com calor no fungo poderia ser devido a
combinagao da capacidade do calor em inativar o patégeno e induzir algum tipo
de resisténcia natural no fruto (Klein & Lurie, 1990; Fallik et al., 1995). Por outro
lado, apds a remocdo do armazenamento, os frutos tratados com calor
perderam a firmeza da polpa mais lentamente e apresentaram um aumento na
relacéo solidos soluveis totais:acidez (Klein & Lurie, 1990; Lurie, 1998). O efeito
benéfico do tratamento com calor, neste caso, é, normalmente, devido a
atenuacao reversivel de alguns processos metabdlicos, tais como a produgéo
de etileno (Klein & Lurie, 1990).

A resposta do fruto ao tratamento com calor pode ser influenciada por
uma combinagao de fatores: a idade fisiolégica do fruto; tempo e temperatura
de exposicédo ao calor; e destino do produto (sera armazenado ou permanece
em temperatura ambiente apos o tratamento) (Lurie, 1998).

Quanto a idade fisiolégica, em geral, frutos recém colhidos exibem
consideravel resisténcia aos patdégenos. Porém, com o inicio do
amadurecimento e senescéncia, aumenta a suscetibilidade a infeccéo
(Sommer, 1985). O processo de senescéncia geralmente reduz as respostas
de resisténcia dos frutos aos patdégenos. Isto esta, provavelmente, associado

com um declinio na habilidade dos tecidos em produzir estruturas e compostos
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de defesa (Wilson et al., 1994) e/ou na maior disponibilidade de substrato que
os frutos maduros apresentam para os fungos (Fallik et al., 1993).

Este trabalho foi realizado com os objetivos de: a) verificar o efeito do
tratamento com calor no controle pés-colheita da podridao branca em frutos de
macas ‘Fuji’; b) verificar o efeito do tratamento com calor associado ao
carbonato de sddio no controle pds-colheita da podriddo branca em macas
‘Fuji’; c) verificar o efeito do tratamento com calor combinado com o
armazenamento refrigerado no controle pos-colheita da podridao branca, bem
como, nos parametros fisico-quimicos de qualidade de magéas ‘Fuji’; d) verificar
o efeito do tratamento com calor no controle pés-colheita da doenca podridao

branca em macas ‘Fuji’ em diferentes estadios de maturacéo.

3.2 MATERIAL E METODOS

3.2.1 Patbégeno

O fungo B. dothidea foi obtido a partir de magéas cv. Fuji com sintomas
tipicos de podridao branca, nos pomares da regido de Vacaria, RS, e isolado
no Laboratério de Fitopatologia da Estacdo Experimental da Embrapa —
Vacaria, RS. O isolado (n°10) foi crescido em placas de Petri contendo meio de
cultura batata-dextrose-agar (BDA) e cultivado em camara de crescimento BOD
a 26°C sob luz continua (lampada fluorescente), durante 7 dias. A partir destas,
produziram-se culturas monospéricas dos isolados, segundo o método de Keitt
(1925), modificado por Ezekiel (1930) e Lambert (1939).

Para a produgao de conidios, o isolado de B. dothidea foi repicado em
discos de papel filtro que estavam sobre o meio de cultura BDA nas placas de

Petri, permanecendo durante 13 dias a 26°C sob luz fluorescente constante.
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Apods este periodo, os papéis filtro foram retirados das placas e triturados, em
almofariz, juntamente, com 20 mL de meio de caldo batata-dextrose (BD)
estéril a 1,2%. A suspensao obtida foi filtrada através de 3 camadas de gaze
para a remogao dos residuos de micélio do patégeno. A concentracdo de
conidios na suspensdo foi determinada com um hemacitdmetro, e ajustada

para 10° conidios/mL, para posterior utilizagdo na inoculacéo dos frutos.
3.2.2 Frutos

Macéas cultivar Fuji, colhidas em um pomar do municipio de Vacaria, RS,
foram levadas para o Laboratorio de Fitopatologia da Estagdo Experimental da
EMBRAPA - Vacaria, RS, onde foram selecionadas por tamanho (calibre 120),
e em seguida lavadas com uma solugéo de hipoclorito de sédio a 1% (produto
comercial), durante 1 minuto para desinfestacdo dos frutos. Em seguida, os
frutos foram lavados duas vezes com agua esterilizada e secados a
temperatura ambiente.

No caso do experimento onde se testou o efeito do tratamento com calor
para o controle de B. dothidea em frutos de diferentes estadios de maturagao,
as macgas foram colhidas em trés épocas, com intervalos de 7 dias entre as
colheitas. Assim, as macas foram classificadas em trés estadios (Estadio 1:
primeira colheita — fruto verde; Estadio 2: segunda colheita - fruto
intermediario; Estadio 3: terceira colheita — fruto maduro), conforme as

caracteristicas fisico-quimicas dos frutos (Tabela 6).
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TABELA 6. Valores iniciais de firmeza da polpa (N), sdlidos soluveis totais (%)
e acidez titulavel (meq acido malico/100 mL suco) nos diferentes
estadios de maturacédo de macgas ‘Fuji’, Vacaria, RS, 2003.

T Caracteristicas fisico-quimicas dos frutos
Estadio de — — —— . —— —
maturac&o Firmeza da polpa Solldos_soluvels AC|dez_t|tuIaveI (meq acido
(N) totais (%) malico/100mL suco)
1 82,0 12,0 4,1
2 71,0 13,2 3,2
3 59,0 13,8 24

3.2.3 Inoculacéo dos frutos

Com excecao do experimento onde se testou o efeito do tratamento com
calor para o controle de B. dothidea em frutos de diferentes estadios de
maturagao, nos demais experimentos as macas foram dividas em dois lotes,
sendo um lote de frutos inoculados e outro de frutos nao inoculados
artificialmente com o patégeno.

As magas foram inoculadas com o patdégeno, através da aspersao de 0,2
mL da suspensdo de conidios (10° conidios/mL), com auxilio de um
pulverizador manual, na regido equatorial do fruto. Imediatamente apds a
inoculacdo, tanto os frutos inoculados quanto os nao inoculados foram
acondicionados separadamente em bandejas plasticas. Para manter a
umidade, as bandejas foram colocadas dentro de sacos plasticos e entdo
incubadas em camara de crescimento BOD a 26°C por 24 horas (Experimento

1) ou 48 horas, até o momento da aplicagao dos tratamentos com calor.
3.2.4 Aplicacédo do calor

A aplicagdo do calor nos frutos foi realizada através da asperséo de
agua quente com um equipamento desenvolvido pela EMBRAPA, Estacgéo
Experimental de Vacaria, RS. O equipamento foi acoplado a maquina

classificadora de frutos (Figura 3) e foi composto por uma barra com bicos de
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aspersao do tipo leque (Marca Jacto, mod. 110-SF-015) (Figura 4) distanciados
entre si em 10 cm. A distancia entre a saida da agua do bico e o fruto foi de 5

cm (Figura 5).

FIGURA 3. Detalhe do equipamento para a aspersdao da agua, acoplado a
maquina classificadora de frutos, Vacaria, RS, 2000.

FIGURA 4. Detalhe da barra com os bicos de aspersao de agua do tipo leque
(Marca Jacto, mod. 110-SF-015), Vacaria, RS, 2000.
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FIGURA 5. Detalhe da aplicacdo dos tratamentos nos frutos através da
aspersao da agua quente, Vacaria, RS, 2000.

Apos a aplicagéo dos tratamentos com calor, tanto os frutos inoculados
quanto os nao inoculados foram acondicionados em bandejas plasticas. Para
manter a umidade, as bandejas foram colocadas em sacos plasticos e entao
incubadas em camara de crescimento BOD a 20°C durante 13 dias ou 17 dias.

Para o experimento de frigoconservagao, os frutos foram separados em
dois lotes: frutos inoculados e frutos n&o inoculados artificialmente com o
patdgeno. Do lote de frutos inoculados, apds a aplicagdo dos tratamentos, uma
parte foi incubado em camara de crescimento BOD a 20°C durante 13 dias. O
restante dos frutos (inoculados e nao inoculados) foi armazenado em cémara

refrigerada a 0-1°C durante 3 ou 5 meses.

3.2.5 Tratamentos

3.2.5.1 Tratamento com calor

Com excecéao do experimento 4, os tratamentos foram arranjados em um

bifatorial, segundo um delineamento experimental inteiramente casualizado. O
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fator tempo constou de trés niveis (30, 60 e 90 segundos de exposi¢cado) no
experimento 1, dois niveis (30 e 60 segundos) nos experimentos 2 e 3. Ja, o
fator temperatura, foi composto de cinco niveis, conforme demonstrado na
Tabela 7. Os frutos foram aspergidos com agua quente ou somente passaram
pelas escovas da maquina.

No caso do experimento 4, o delineamento experimental foi inteiramente
casualizado com 4 tratamentos (15, 50, 55, 58°C) durante 30 segundos.

As testemunhas constaram de frutos inoculados e n&o inoculados, as
quais nao receberam tratamento. Desta forma, a testemunha foi utilizada nos
experimentos como um controle qualitativo, portanto, nao foram utilizadas na
analise estatistica.

A unidade experimental constou de 10 frutos com 4 repeticdes por
tratamento (Experimento 1), 20 frutos com 3 repeticdes (Experimentos 2 e 3) e
15 frutos com trés repeticdes (Experimento 4).

TABELA 7. Relagcdo dos niveis do fator temperatura e fator periodos de
exposicao utilizados nos diferentes experimentos.

Experimento Temperatura da 4gua (°C) Tempo de tratamento

(n°) (segundos)
1 15, 45, 50, 55 e sem agua (escova) 30,60 e 90
2 15, 48, 50, 52 e sem agua (escova) 30 e 60
3 15, 50, 55, 58 e sem agua (escova) 30 e 60
4 15, 50, 55, 58 30

3.2.5.2 Tratamento com calor associado ao carbonato de sodio

Os frutos inoculados e ndo inoculados com o patégeno permaneceram
em estufa BOD a 26°C, durante 48 horas, até o0 momento da aplicagcdo dos
tratamentos (1. 15°C durante 30 segundos; 2. 58°C durante 30 segundos; 3.
58°C durante 60 segundos; 4. 58°C + carbonato de sédio a 3% durante 30

segundos; 5. Carbonato de sédio a 3% durante 30 segundos). O delineamento
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experimental foi o inteiramente casualizado com 3 repeti¢gdes de 50 frutos por

tratamento.

3.2.5.3 Tratamento com calor em diferentes estadios de maturacéao dos
frutos

O delineamento experimental utilizado no experimento foi o inteiramente
casualizado em um arranjo dos tratamentos do tipo bifatorial. O fator estadio de
maturagdo constou de trés niveis (Estadio 1, Estadio 2 e Estadio 3), e o fator
temperatura com calor, foi composto de cinco niveis (controle, 50, 55, 58°C e
escova). Neste caso, os frutos foram aspergidos com agua quente ou somente
passaram pelas escovas da maquina durante 30 segundos. A testemunha
(controle) constou de frutos inoculados os quais ndo receberam tratamento. A

unidade experimental constou de 20 frutos com 3 repeticdes por tratamento.

3.2.5.4 Tratamento com calor e armazenamento refrigerado

O delineamento experimental utilizado no experimento foi o inteiramente
casualizado em um arranjo dos tratamentos do tipo bifatorial. O fator inéculo
constou de dois niveis (frutos inoculados ou nao inoculados artificialmente). O
fator tratamentos com calor foi composto de cinco niveis (15, 50, 55, 58°C e
escova). Os frutos foram aspergidos com agua quente ou somente passaram
pelas escovas da maquina (conforme o tratamento) durante 30 segundos. A
testemunha constou de frutos inoculados ou ndo inoculados os quais nao
receberam tratamento.

A unidade experimental constou de 20 frutos com 3 repeticdes por
tratamento e a analise estatistica foi realizada isoladamente para cada tempo

de armazenamento (3 ou 5 meses).



37

3.2.6 Avaliacdes

No caso do experimento de frigoconservacdo de macgas tratadas com
calor, as avaliagdes de incidéncia e severidade foram realizadas apds 7 dias da
saida da camara fria, a 20°C. Nos demais experimentos, as avaliagdes de
incidéncia e severidade foram apds a incubacao dos frutos tratados por 13 dias

a 26°C.

3.2.6.1 Incidéncia da doenca

Os efeitos dos tratamentos foram avaliados, apos 13 dias, através da
incidéncia da doenca nos frutos, contando-se o numero de frutos com sintomas

visuais tipicos de podridao branca.

3.2.6.2 Severidade da doenca

Os efeitos dos tratamentos foram avaliados, apés 13 dias, através da
severidade da doencga contando-se o numero de lesdes tipicas de podridao
branca por fruto e medindo-se o didmetro da lesdo (mm), com o auxilio de um

paquimetro.

3.2.6.3 Andlise fisico-quimica dos frutos

No inicio e no final de cada experimento, amostras de 10 frutos, com 4
repeticbes, foram analisadas em suas caracteristicas fisico-quimicas, no
laboratério do Departamento de Horticultura -UFRGS.

A analise qualitativa dos frutos foi através da:

a) Firmeza da polpa: determinada em dois pontos opostos da regiao

equatorial de cada fruto através de um penetrémetro manual com
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ponteira de 11 mm de didmetro. Os valores foram expressos em
Newton (N).

b) Sdélidos soluveis totais: determinados com refratdmetro de mesa,
sendo os valores expressados em %.

c) Acidez titulavel: de cada amostra de frutos foi coletado uma
aliquota de 10 ml do suco, que diluido em 90 ml de agua destilada
foi, posteriormente, titulada com uma solugdo de NaOH a 0,1 N
até pH 8,1. Os valores foram expressos em meq acido malico/100

ml de suco.

3.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.3.1 Efeito dos tratamentos sobre a doenca podridao branca

3.3.1.1 Incidéncia e severidade da doenca

As anadlises estatisticas realizadas nos diferentes experimentos
revelaram um maior efeito da temperatura sobre a podridao branca do que o
efeito do periodo de exposicao dos frutos aos tratamentos. O experimento 1 foi
0 unico que demonstrou efeito significativo do tempo de aplicagdo do
tratamento na reducgao de frutos infectados com B. dothidea (Tabela 8). Neste
caso, nao houve interagdo significativa entre o tempo de exposicdo e a
temperatura de tratamento. Independente da temperatura da agua, a exposigao
dos frutos ao tratamento com calor, durante 90 segundos, propiciou as
menores percentagens de podriddo branca, nao diferindo estatisticamente da

exposi¢cao por um periodo de 60 segundos.
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TABELA 8. Percentagem de podriddo branca em frutos de macéas ‘Fuji’
inoculadas artificialmente com Botryosphaeria dothidea em
diferentes periodos de exposicdo ao tratamento com calor,
Vacaria, RS, 2001 (Experimento 1).

Periodo de exposicao (segundos) Frutos infectados (%)**
30 45,86 a*
60 36,19 ab
90 30,97 b
CV.=2273%

*Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem significativamente pelo teste de Tukey (P<0,05)
**Médias de todas as temperaturas dos tratamentos.

Com relacdo a severidade da doenga, no experimento 1, os menores
didmetros das lesbes ocorreram quando os frutos foram aspergidos com agua
a 55°C ou quando os frutos ndo foram aspergidos com agua e somente
passaram pela escova da maquina classificadora, independente do periodo de
exposicao a estes tratamentos (Tabela 9).

TABELA 9. Diametro (mm) das lesées em macas ‘Fuji’ inoculadas

artificialmente com Botryosphaeria dothidea apds tratamento com
calor, Vacaria, RS, 2001 (Experimento 1).

Temperatura (°C) Diametro (mm)**
15 51,52 a*
45 50,72 a
50 50,30 a
55 46,48 ab
Escova 37,64 b
CV.=17,23%

*Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem significativamente pelo teste de Tukey (P<0,05)
**Médias de todas os periodos de exposi¢do ao tratamento com calor.

Como descrito no Capitulo 2, o numero de macgas infectadas com o
patdgeno B. dothidea foi menor quando se utilizou uma suspenséo de conidios
sem a adicdo de BD, apds 24 horas de incubacdo. No experimento 1, a
suspensao de conidios também nao recebeu acréscimo de BD. Sendo assim, o
processo de germinagdo e, consequente, infeccdo dos frutos poderia ser
reduzida, explicando desta forma o efeito da escova na remog¢ao dos conidios

da superficie do fruto. Além disso, Lurie (1998) afirma que os esporos
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germinados sdo mais sensiveis ao tratamento com calor do que esporos
dormentes.

Nos experimentos 2 e 3, a incidéncia da doenga nos frutos néo foi
influenciada pela temperatura (Tabela 10 e 11) e periodo de exposicdo dos
tratamentos térmicos (dados ndo mostrados), tanto em frutos inoculados como
nao inoculados artificialmente com o patégeno.

TABELA 10. Incidéncia e severidade da podriddo branca em magas ‘Fuji’
inoculadas e nao inoculadas artificialmente com Botryosphaeria

dothidea apds tratamento com calor, Vacaria-RS, 2003
(Experimento 2).

Frutos ndo inoculados Frutos inoculados
T t
empoera ura . Frutos Diametro de . Frutos Diametro de
(°C) infectados lesao (mm) infectados lesao (mm)
(%) (%)
15 28,78a 39,95a* 20,60a 40,11a
48 35,41a 44 43a 32,05a 41,36a
50 33,21a 41,04a 25,59a 47 21a
52 33,08a 44 A7a 25,60a 48,48a
Escova 33,60a 37,73a 16,73a 38,41a
C.V. (%) 16,73 12,79 22,52 16,71

*Médias seguidas pela mesma letra na coluna ndo diferem significativamente pelo teste de Tukey
(P<0,05).

Por outro lado, a severidade da doenca podriddo branca foi menor
quando os frutos (experimento 3), inoculados artificialmente, foram aspergidos
com agua a 58°C (Tabela 11), porém, ndo diferindo estatisticamente do
tratamento a 55°C, 15°C e sem agua (escova). Apesar disto, verifica-se uma
tendéncia para menor incidéncia e severidade da doenga naqueles frutos que
foram tratados com agua a 58°C.

Barkai-Golan & Phillips (1991) afirmam que os tratamentos mais efetivos
para o controle de doencas pds-colheita em frutos estdo entre as temperaturas
de 46 e 60°C, com periodos de exposi¢cédo variando entre 30 segundos e 10

minutos. A tendéncia na aplicagcao de tratamentos térmicos para o controle de
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doencas pos-colheita € a combinagao de menores periodos de exposigcao com
temperaturas mais altas (Lurie et al., 1998). Porém, os resultados obtidos com
as temperaturas da agua e periodos de exposi¢ao utilizadas nos experimentos
nao foram eficientes para inibir o desenvolvimento do patégeno.

TABELA 11. Incidéncia e severidade da podriddo branca em magas ‘Fuji’
inoculadas e nao inoculadas artificialmente com Botryosphaeria

dothidea apds tratamento com calor, Vacaria, RS, 2002
(Experimento 3).

Frutos nao inoculados Frutos inoculados
Temperatura Frutos . Frutos .
(°C) infectados ~ Diametrode . o tados Dlametrode
(%) lesdo (mm) (%) lesdo (mm)
15 29,76a 49,29a 22,70a 51,71ab
48 18,57a 45,86a 15,66a 53,87a
50 26,37a 48,65a 20,09a 47,77 bc
52 16,94a 40,51a 25,36a 4454 c
Escova 19,03a 49,87a 30,24a 48.67abc
C.V. (%) 22,60 25,30 21,93 8,34

*Médias seguidas pela mesma letra na coluna ndo diferem significativamente pelo teste de Tukey
(P<0,05).

No experimento 4, houve efeito dos tratamentos com calor na incidéncia

e na severidade da doenga podriddo branca nas macgas. A percentagem de

frutos infectados e o numero de lesbes por fruto foram menores quando se
aplicou calor (Tabela 12).

TABELA 12. Percentagem de frutos infectados e numero de lesbes de

podriddo branca em macés ‘Fuji’ inoculadas com Botryosphaeria

dothidea apés tratamento com calor durante 30 segundos,
Vacaria-RS, 2003 (Experimento 4).

Temperatura (°C) Frutos infectados (%) N° lesBes/fruto**
15 73,34a* 5,87a
50 53,34ab 2,57 b
55 34,00 b 1,64 b
58 41,00 b 1,56 b
C.V. (%) 21,10 12,50

*Médias seguidas pela mesma letra na coluna ndo diferem significativamente pelo teste de Tukey
(P<0,05).
** LesOes maiores que 2mm.
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Os resultados do tratamento com calor por aspersao, com algumas
excegdes, ndo apresentaram um efeito significativo no controle da podridéo
branca em macgas ‘Fuji’, concordando com Lunardi et al. (2002). Estes autores
verificaram que a imersdao com agua quente, com temperaturas de 47, 49 e
52°C combinadas com periodos de imersdao de 1, 2 e 3 minutos nao
controlaram eficientemente as podriddes causadas pelo patégeno B. dothidea,
inoculado artificialmente em magéas ‘Fuji’.

O tratamento onde os frutos sofreram somente o efeito da escova da
maquina classificadora, ou seja, ndo receberam agua por asperséo, tem-se
mostrado efetivo na reducdo da percentagem de frutos infectados (incidéncia
da doenga). Estes resultados poderiam sugerir que os tratamentos com calor,
nas temperaturas testadas, ndo apresentaram efeito satisfatério, e a reducao
na percentagem de podriddo branca estaria relacionada a eliminagao fisica do
in6culo da epiderme das magéas. No caso dos trabalhos de Fallik et al. (2001), a
menor percentagem de podriddes por Penicillium expansum nos frutos de
macas ‘Golden Delicious’ foi devido a combinagao do tratamento com agua a
55°C durante 15 segundos com escovas acopladas a maquina de tratamento.
Segundo estes autores, isto acarretou redugao da populagdo do patégeno da
epiderme dos frutos. As escovas ocasionariam a oclusdo de fraturas e
microferimentos na superficie da epiderme do fruto, dificultando a penetracao
do patégeno.

Outro grande obstaculo para o uso do calor no controle de doengas pos-
colheita esta relacionado com a sensibilidade dos frutos as temperaturas
necessarias para um efetivo tratamento. Nas temperaturas e periodos de

exposicao testados, ndo foram constatados danos aos frutos de macas ‘Fuji’,



43

relacionados ao tratamento com calor, como por exemplo, o escurecimento da
epiderme. Ja, Lunardi (2000) trabalhando com tratamento com calor por
imersao, verificou que a temperatura de 52°C combinada com os tempos de
10, 15 ou 20 minutos causou danos de escurecimento na epiderme de macgas
‘Fuji’, concordando com dados obtidos por outros autores (Phillips & Austin,
1982; Anthony et al., 1989; Jacobi & Wong, 1991; Schirra et al., 1997).

A aplicacdo do tratamento com calor durante 30 e 60 segundos,
associado ou ndo ao carbonato de sodio, controlou melhor o patéogeno B.
dothidea nos frutos com infestagdo natural do patdégeno (Tabela 13). A
percentagem de frutos infectados que apresentaram a doenga podriddo branca
foi menor do que quando se aplicou isoladamente a termoterapia ou a
associacao desta ao carbonato de sédio. Neste caso, os melhores tratamentos
controlaram aproximadamente 90% da doenca. Quanto ao didametro das
lesbes, os tratamentos n&o diferiram estatisticamente.

TABELA 13. Incidéncia e severidade da podriddo branca em magas ‘Fuji’
inoculadas e nao inoculadas artificialmente com Botryosphaeria

dothidea, tratadas com agua quente e carbonato de sdédio,
Vacaria-RS, 2003.

Frutos inoculados

Frutos com inoculados .
artificialmente

Temperatura

oC Diametro Frutos Diametro
(°C) Frutos 46 lesa ing q do lesa
infectados (%) elesdao infectados e lesao
(mm) (%) (mm)
15°C 20,14 a* 43,39 a 37,94 a 7,10 a
58°C — 30s 13,96 ab 4563 a 27,32 bc 2,99 b
58°C — 60s 12,58 ab 5136 a 17,96 d 3,06 b
o —
58°C-30s 5o b 4532 a 2178 cd 323 b
com carbonato de sédio
Carbonato de sédio 21,26 a 51,30 a 27,96 b 1,83 b

C.V. (%) 17,79 10,64 6,35 10,87

*Médias seguidas pela mesma letra na coluna ndo diferem significativamente pelo teste de Tukey
(P<0,05).
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A doenca podridao branca é uma das principais doencas que afetam as
macas. Segundo Brown & Britton (1996) o patégeno Botryosphaeria dothidea
pode causar perdas muito expressivas, podendo chegar a totalidade dos frutos
armazenados. Os resultados confirmam a importancia do controle desta
doenca. Os frutos com infestacdo natural apresentaram aproximadamente 20%
de infeccdo, mesmo provenientes de pomares que receberam protecdo com
fungicidas (Tabela 13).

Quando as macas foram inoculadas artificialmente com o patégeno B.
dothidea, a menor percentagem de infeccdo foi com o tratamento de agua
quente a 58°C durante 60 segundos. Porém, este resultado n&o diferiu
estatisticamente do tratamento onde se aplicou calor e carbonato de sddio.
Cabe ressaltar que no caso da inoculacao artificial, a quantidade de conidios
nos frutos (106 conidios/mL) é maior do que a infestagao natural.

A aplicagdo do tratamento com calor, associado ou ndo com carbonato
de sodio, reduziu o numero de lesbes por fruto inoculados artificialmente
quando comparada com a testemunha. Segundo Palou et al. (2002), os sais de
carbonato de sdédio teriam um efeito fungistatico nos frutos. O aumento da
concentragdo destes sais no citosol poderia ser toxico para o fungo (Palou et
al., 2002).

Os tratamentos com calor teriam efeito direto no patdgeno, através da
inibicdo ou retardamento da elongagdo do tubo germinativo, ou ainda,
inativando os esporos (Fergunson et al., 2000). A inativagdo do esporo
presente na superficie do fruto e/ou da infeccdo quiescente depende da
temperatura e do tempo de tratamento, entre outros fatores (Pratella, 1997). Os

resultados mostrados no Capitulo 3, confirmam que ocorre inibigdo no
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crescimento do micélio e na germinagdo dos conidios de B. dothidea quando
estes foram tratados com calor a 58°C.

Em adicdo ao possivel efeito letal da temperatura no patégeno, ha um
numero variado de interacbes planta-patogeno que podem explicar o
decréscimo da podridao (Fergunson et al., 2000). O tratamento com calor € um
estresse e sendo assim, o tecido vegetal responde na tentativa de aliviar e/ou
reparar o dano causado pelo estresse (Lurie, 1998).

A severidade da doenca podridao branca nos frutos foi influenciada pelo
estadio de maturacdo (Figura 6) e pelo tratamento com calor (Figura 7). A
interacéo entre os fatores n&o foi significativa sobre a severidade da doenca.

O processo de maturagdo geralmente reduz as respostas de resisténcia
dos frutos aos patdégenos (Wilson et al., 1994). Os resultados mostrados na
Figura 6 indicam uma tendéncia para o aumento no numero de lesdes/fruto

quanto mais avancada a maturacdo das macgas.
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FIGURA 6. Severidade da doenga podriddo branca em macgas ‘Fuji’, em
diferentes estadios de maturacdo, inoculadas artificialmente com

Botryosphaeria dothidea, Vacaria, RS, 2003.
C.V.=23.19%
*Médias seguidas pela mesma letra minuscula ndo diferem significativamente pelo teste de Tukey
(P<0,05).
** Estadio 1: fruto verde; Estadio 2: intermediario; Estéadio 3: fruto maduro.

Quando os frutos foram tratados com agua a 58°C, o numero de lesdes
por fruto foi menor do que quando tratados com 50°C (Figura 7). Por outro lado,
o tratamento onde os frutos sofreram somente o efeito da escova da maquina
classificadora ndo se mostrou efetivo na redugédo do numero de lesbes por fruto
de macga em diferentes estadios de maturagdo. O possivel efeito da escova na
eliminagcao fisica do indculo, relatado anteriormente, poderia estar mais
relacionado a redugdo da incidéncia do que a redugcdo da severidade da

doenca.
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FIGURA 7. Severidade da doencga podriddo branca em diferentes estadios de
maturacgao, apos tratamento com calor durante 30 segundos,

Vacaria, RS, 2003.
C.V.=23,10%
*Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem significativamente pelo teste de Tukey (P<0,05)
** Médias de todos os estadios de maturagao

A incidéncia da doenga foi influenciada pelos efeitos interativos do
tratamento com calor e estadio de maturagao dos frutos (Tabela 14). Segundo
Lurie (1998), a resposta do fruto ao tratamento com calor pode ser influenciada,
entre outros fatores, pela idade fisiologica do fruto. Neste sentido, verificou-se
que as temperaturas de 55 e 58°C reduziram significativamente a incidéncia da
doenca nos estadios onde os frutos ndo estavam tdo maduros. Nos frutos com
maturagao mais avangada, verificou-se o efeito do tratamento com calor, porém
sem diferengas significativas entre as temperaturas de 50 a 58°C (Tabela 14).

Aqueles frutos que néo receberam o tratamento ou que os frutos apenas
passaram pelas escovas da maquina classificadora apresentaram maior
numero de frutos infectados em todos os estadios de maturacdo. Quando se
analisam os frutos mais verdes, as temperaturas da agua a 55 e 58°C

controlaram melhor a incidéncia da doenca.
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TABELA 14. Incidéncia de podriddo branca em macgas ‘Fuji’, em diferentes
estadios de maturagdo, inoculadas artificialmente com
Botryosphaeria dothidea, Vacaria, RS, 2003.

Numero frutos infectados

Tratamentos Estadio 1** Estadio 2 Estadio 3
Controle 15,33 a AB* 14,00aB 16,67 a A
50°C 767 cA 8,00c A 7,33cA
55°C 4,00dB 3,33dB 6,33cA
58°C 3,33dB 267dB 6,33CcA
Escova 10,67 b A 10,67 b A 10,67 b A
C.V.=12,30%

*Médias seguidas pela mesma letra minudscula na coluna e mailscula na linha ndo diferem
significativamente pelo teste de Tukey (P<0,05).
** Estadio 1: fruto verde; Estadio 2: intermediario; Estadio 3: fruto maduro.

No caso dos frutos incubados a 26°C, durante 13 dias, a incidéncia e
severidade da doenca foram influenciadas pela temperatura dos tratamentos.
Os frutos tratados com agua a 55 e 58°C apresentaram menor incidéncia da
doenca. Com relacdo a severidade, o fato de aplicar o calor diminuiu 0 numero
de lesdes por fruto (Tabela 15). A redugdo da incidéncia e severidade da
doenca quando os frutos somente passaram pela escova, poderia ser
explicado pelo fato da acdo destas na remocao dos conidios da superficie das
macas.

TABELA 15. Incidéncia e severidade da podridao branca em magas ‘Fuji’ apos
a incubacgao durante 13 dias a 26°C, Vacaria-RS, 2003.

Tratamento N° frutos infectados N° lesdes/fruto
15°C 17,66 a 521a
50°C 12,33 b 264b
55°C 6,66 c 2,05b
58°C 7,33 ¢c 253b

Escova 11,33 b 3,15 b
C.V. (%) 10,54 22,40

*Médias seguidas pela mesma letra na coluna ndo diferem significativamente pelo teste de Tukey
(P<0,05)

Houve interagéo significativa entre o fator inoculagdo e os tratamentos
com calor sobre a incidéncia e severidade da doenca, apos 3 e 5 meses de

armazenamento (Tabelas 16 e 17).
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TABELA 16. Incidéncia e severidade da podriddo branca em magas ‘Fuji’
inoculadas e nao inoculadas com Botryosphaeria dothidea, apos 3
meses de armazenamento refrigerado mais 7 dias em
temperatura de 20°C, Vacaria-RS, 2003.

N° frutos infectados N° lesdes/fruto
Tratamentos Frutos nao Frutos Frutos nao Frutos
inoculados inoculados inoculados inoculados
15°C 5,00 a B* 12,00 a A 3,50a A 3,23 bc A
50°C 3,00bB 433cA 1,83 b B 400aA
55°C 2,66 b B 433cA 3,00aB 3,54 ab A
58°C 3,33abB 533cA 1,38 b B 423 aA
Escova 3,33abB 7,33b A 1,70b B 2,54 cA
C.V. (%) 12,34 15,19 10,56 10,71

*Médias seguidas pela mesma letra mindscula na coluna e mailscula na linha ndo diferem
significativamente pelo teste de Tukey (P<0,05).

De forma geral, a incidéncia e a severidade da doenga foi menor nos
frutos ndo inoculados do que naqueles inoculados artificialmente com o
patdgeno, apds 3 e 5 meses de armazenamento refrigerado, em qualquer
temperatura de tratamento.

Apos 3 meses de armazenamento refrigerado, os frutos inoculados
apresentaram menor incidéncia e severidade da doenca quando receberam a
aplicagao de calor (Tabela 16). Nos frutos n&o inoculados, o calor também teve
efeito positivo no controle da incidéncia da doenca, porém nao diferiu do
tratamento escova. Comportamento semelhante verificado apdés 5 meses de
armazenamento (Tabela 17).

A aspersdo com agua a 55 e 58°C, em frutos inoculados artificialmente
com o patdgeno, acarretou em menor severidade da doenga podriddo branca,
ap6s 5 meses de armazenamento refrigerado. Ja, para os frutos néo
inoculados, ndo houve diferencas estatisticas na severidade da doencga, entre

os tratamentos com calor (Tabela 17).
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TABELA 17. Incidéncia e severidade da podriddo branca em magas ‘Fuji’
inoculadas e nao inoculadas artificialmente com Botryosphaeria
dothidea, apos 5 meses de armazenamento refrigerado mais 7
dias em temperatura de 20°C, Vacaria-RS, 2003.

N° frutos infectados N° lesdes/fruto
Tratamentos Frutos nao Frutos Frutos nao Frutos
inoculados inoculados inoculados inoculados
15°C 7,00 a B* 9,33a A 2,76 aA 2,69 ab A
50°C 4,00ab B 7,66 ab A 1,88 aB 2,81ab A
55°C 2,33bB 6,33 ab A 1,86 a A 2,31b A
58°C 1,33b B 500bA 1,80a A 2,18b A
Escova 3,66 abB 7,33 ab A 2,22aB 3,50aA
C.V. (%) 22,45 27,44 19,70 21,25

*Médias seguidas pela mesma letra mindscula na coluna e mailscula na linha ndo diferem
significativamente pelo teste de Tukey (P<0,05).

3.3.2 Efeito dos tratamentos sobre os parametros fisico-quimicos de

qualidade das macas ‘Fuji’

As analises fisico-quimicas dos frutos, na instalagdo dos experimentos
estdo demonstradas na Tabela 18.
TABELA 18. Caracteristicas fisico-quimicas iniciais das macgas ‘Fuji’ nos

diferentes experimentos, Vacaria-RS, 2000/2003.
Experimento Firmezada Sdlidos soluveis Acidez titulavel (meq acido

(n°) polpa (N) totais (%) malico/100mL suco)
1 61,18 14,00 2,3

2 59,10 14,10 4,2

3 64,10 14,00 2,1

4 75,50 11,40 2,1

*Médias seguidas pela mesma letra na coluna ndo diferem significativamente pelo teste de Tukey
(P<0,05)
Os frutos recém colhidos exibem consideravel resisténcia aos

patdgenos, porém, com o inicio do amadurecimento e senescéncia aumenta a
suscetibilidade a infeccao (Sommer, 1985). Talvez esta possa ser uma
explicacdo para os baixos indices de controle da podriddo branca pela
termoterapia com calor, principalmente, naqueles experimentos em que os
frutos utilizados ja apresentavam um avango no processo de amadurecimento,

como no caso do experimento 2.
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TABELA 19. Caracteristicas fisico-quimicas em macgas ‘Fuji’ inoculadas com B.
dothidea apos tratamento com calor e incubagao durante 13 dias
a 26°C, Vacaria-RS, 2003. (Experimento 3).

Tratament Firmeza da polpa Sélidos soluveis  Acidez titulavel (meq

0 (N) totais (%) acido malico/100ml suco)
15°C 72,41 a 12,40 a 2,20 a
50°C 71,41 a 11,86 a 2,00 a
55°C 67,28 a 11,96 a 1,96 a
58°C 72,19 a 13,30 a 2,26 a
Escova 74,77 a 11,10 a 2,00 a
C.V. (%) 5,19 7,51 13,89

*Médias seguidas pela mesma letra na coluna ndo diferem significativamente pelo teste de Tukey
(P<0,05)

TABELA 20. Caracteristicas fisico-quimicas em macgas ‘Fuji’ inoculadas com B.
dothidea apos tratamento com calor e incubagao durante 13 dias
a 26°C, Vacaria-RS, 2003. (Experimento 4).

Firmeza da polpa Solidos soluveis  Acidez titulavel (meq

Tratamento (N) totais (%) acido malico/100mL suco)
15°C 74,27 ab* 11,40 a 21b
50°C 75,95 a 11,40 a 25a
55°C 71,73 b 10,93 a 20b
58°C 75,50 ab 12,06 a 21b
C.V. (%) 2,50 7,29 3,96

*Médias seguidas pela mesma letra na coluna nédo diferem significativamente pelo teste de Tukey
(P<0,05)

As caracteristicas fisico-quimicas das macgas utilizadas no experimento
onde se testou o efeito do tratamento com calor associado ao carbonato de
sodio foram: firmeza da polpa de 70,2 N; soélidos soluveis totais de 13,70 %; e
acidez titulavel total de 3,6 meq acido malico/ml suco. Neste caso, ao final do
experimento, os valores de sdlidos soluveis totais e acidez titulavel dos frutos
nao diferiram estatisticamente em relagdo aos tratamentos aplicados (Tabela
21).

O maior valor de firmeza da polpa foi quando os frutos foram tratados
com agua quente a 58°C, durante 60 segundos, porém, este valor nao diferiu
estatisticamente dos demais tratamentos com calor e carbonato de sodio

(Tabela 21). Apesar de diversos trabalhos tém mostrado que a perda de
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firmeza da polpa, de frutos de tomate e maca, pode ser reduzida apos a
aplicacado do calor. (Lurie et al., 1998; Porritt & Lidster, 1978), os resultados
apresentados n&o confirmam esta afirmagao.
Os valores iniciais de firmeza da polpa (FP), sélidos soluveis totais (SST)
e acidez titulavel (AT) das magas ‘Fuji’ tratadas com calor em diferentes
estadios de maturacao estdo demonstrados na Tabela 6.
TABELA 21. Caracteristicas fisico-quimicas de macga 'Fuji' inoculadas com

Botryosphaeria dothidea, apds tratamento com calor associado ao
carbonato de sodio, Vacaria, RS, 2003.

. . . Acidez titulavel
Firmeza da Soélidos sollveis

Tratamento : meq acido
polpa (N) totais (%) mélic(oll(g)OmL suco)
15°C 68,9 ab* 13,3 a 25a
58°C — 30s 71,2 ab 12,4 a 1,9a
58°C — 60s 73,9a 12,1 a 2,1a
58°C — 30s
com Carbonato de sddio 66.1b 1284 222
Carbonato de sodio 67,4b 14,1 a 19a
C.V. (%) 3,62 13,13 16,12
*Médias seguidas pela mesma letra na coluna ndo diferem significativamente pelo teste de Tukey
(P<0,05)

** Apos os tratamentos os frutos foram incubados durante 13 dias a 26°C.

Os teores de acidez titulavel e solidos soluveis totais ndo foram
influenciados pela temperatura dos tratamentos (Tabela 22), bem como, pelo
estadio de maturagéo dos frutos (Tabela 23). Concordando com os resultados
apresentados na Tabela 19, onde os frutos tratados com calor, associado ou
ndo ao carbonato de sodio, também n&o apresentaram diferencgas significativas
na acidez titulavel e solidos soluveis totais. Por outro lado, Lunardi et al. (2002)
trabalhando com tratamento com calor para o controle de B. dothidea, afirmam

que o teor de SST foi a variavel mais influenciada pelo calor.
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TABELA 22. Caracteristicas fisico-quimicas de macéd ‘Fuji’, em diferentes
estadios de maturacao, apds tratamento com calor, Vacaria, RS,

2003.
Tratamento Firmezada  Solidos soluveis Acidez titulavel (meq acido
polpa (N) totais (%) malico/100ml suco)
15°C 73,77 ab 13,70 a 2,31a
50°C 75,45 a 11,53 a 2,13 a
55°C 70,55 b 10,91 a 1,96 a
58°C 71,73 ab 12,80 a 1,86 a
Escova 74,46 ab 12,43 a 2,16 a
C.V. (%) 3,38 18,14 13,58

*Médias seguidas pela mesma letra na coluna ndo diferem significativamente pelo teste de Tukey
(P<0,05)

O possivel decréscimo dos teores iniciais de SST verificado ao final do
experimento se deve ao consumo de substratos pelo metabolismo respiratério,
apo6s degradagéo dos acidos organicos (Brackmann, 1990, citado por Lunardi
et al., 2002).

TABELA 23. Caracteristicas fisico-quimicas de macgas ‘Fuji’ nos diferentes
estadios de maturacao, apos tratamento com calor, Vacaria, RS,

2003.
Estadio de ' Caracterl’st,igas fisic,o-q_uimic'as d(_)s f}rutos _
maturacao*™ Firmeza da polpa Solldos_soluvels Amdeg Fltulavel (meq acido
(N) totais (%) malico/100ml suco)
1 74,18 a* 11,98 a 2,26 a
2 71,96 ab 12,50 a 1,97 a
3 71,36 b 12,70 a 2,17 a
C.V. (%) 3,37 18,14 13,58
*Médias seguidas pela mesma letra na coluna ndo diferem significativamente pelo teste de Tukey
(P<0,05)

** Estadio 1: fruto verde; Estadio 2: intermediario; Estadio 3: fruto maduro.

Houve efeito da temperatura sobre a firmeza da polpa das macgas. O
tratamento com aspersao da agua a 50°C manteve a firmeza da polpa maior,
independente dos estadios de maturacdo dos frutos. A 55°C os frutos
apresentaram menor firmeza da polpa, porém, este resultado ndo diferiu
estatisticamente dos tratamentos a 50 e 58°C. A testemunha apresentou
valores similares de firmeza da polpa ao tratamento em que os frutos passaram

pelas escovas da maquina classificadora sem terem sido tratados com agua



54

(Tabela 22). Estes resultados diferem dos obtidos por Klein & Lurie (1990), os

quais afirmam que os frutos tratados com calor perderam a firmeza da polpa
mais lentamente.

As caracteristicas fisico-quimicas nao foram influenciadas pelo fato do

fruto ter sido inoculado ou ndo inoculado artificialmente com o patégeno B.

dothidea, apds 3 meses de armazenamento (0-1°C) mais 7 dias a 20°C (Tabela

24).
TABELA 24. Caracteristicas fisico-quimicas de macgas ‘Fuji’ inoculadas e nao
inoculadas artificialmente com Botryosphaeria dothidea, apds 3

meses de armazenamento refrigerado mais 7 dias em
temperatura de 20°C, Vacaria-RS, 2003.

Firmeza da Sdlidos soluveis Acidez titulavel (meq acido

Tratamento polpa (N) totais (%) malico/100ml suco)
15°C 66,37 a* 10,22 d 2,05b
50°C 66,10 a 13,82 a 2,25 a
55°C 67,33 a 12,97 b 1,95 b
58°C 67,83 a 12,60 b 1,95b
Escova 67,78 a 11,25 ¢ 2,02 b
C.V. (%) 3,78 2,89 3,36

*Médias seguidas pela mesma letra na coluna ndo diferem significativamente pelo teste de Tukey
(P<0,05)

Houve efeito do tratamento com calor nos atributos sdlidos soluveis
totais (SST) e acidez titulavel (AT) (Tabela 24). Neste caso, o menor teor de
SST foi verificado quando os frutos ndo receberam a aspersao da agua quente.
Os maiores valores de SST e AT foram com a aspersao da agua a 50°C.
Lunardi et al. (2002) também verificaram que o tratamento com calor aumentou
os teores de SST em macas ‘Fuji’.

Apos 5 meses de armazenamento, houve efeito interativo dos fatores
sobre as caracteristicas fisico-quimicas dos frutos. Os frutos inoculados
apresentaram menor firmeza da polpa do que os frutos ndo inoculados com o

patdgeno, quando tratados com agua a 55°C. Ja, quando os frutos foram
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submetidos ao tratamento onde somente passavam pela escova, a firmeza da
polpa foi menor para os frutos ndo inoculados artificialmente. Para os demais
tratamentos com calor, ndo houve diferengas significativas da firmeza da polpa
entre frutos inoculados e nado inoculados artificialmente com o patégeno
(Tabela 25). Esta variavel também foi menor, nos frutos inoculados e tratados
com agua a 55°C.

TABELA 25. Caracteristicas fisico-quimicas de macgas ‘Fuji’ inoculadas e nao
inoculadas artificialmente com Botryosphaeria dothidea, apos 5

meses de armazenamento refrigerado mais 7 dias em
temperatura de 20°C, Vacaria-RS, 2003.

Acidez titulavel (meq Solidos sollveis totais

Firmeza da polpa (N) acido malico/100 mL
(%)
Tratamentos suco)
Frutos nédo Frutos Frutos néo Frutos Frutos néo Frutos
inoculados inoculados inoculados inoculados inoculados inoculados
15°C 56,98 a A 57,16 b A 1,65ab A 1,65ab A 13,55aB 13,85a A
50°C 57,79a A 59,15ab A 1,35¢cB 1,65ab A 13,25b B 13,55b A
55°C 57,06 a A 50,43¢cB 1,65ab A 1,75aA 13,05b B 13,65ab A
58°C 57,34 aA 60,33abA 1,45bcA 1,45b A 12,45¢cB 13,85a A
Escova 54,61aB 63,88a A 1,85a A 1,65 ab B 13,25b A 12,85¢c B
C.V. (%) 4,21 3,11 3,12 4,44 3,50 2,53

*Médias seguidas pela mesma letra minudscula na coluna e mailscula na linha ndo diferem
significativamente pelo teste de Tukey (P<0,05).

Quando se comparam frutos inoculados com n&o inoculados
artificialmente, a acidez titulavel, apds 5 meses de armazenamento, foi menor
nos tratamentos com agua a 50°C, para os frutos nao inoculados, e, escova
para os frutos inoculados.

Com excecdo do tratamento onde os frutos somente passaram pela
escova, os frutos ndo inoculados apresentaram os menores valores de SST,
quando comparados com os inoculados artificialmente (Tabela 24). Dentro dos
frutos ndo inoculados, o teor de sdlidos soluveis totais foi menor com a
aplicacao da agua a 58°C. Lunardi et al. (2002) verificaram um decréscimo dos
SST quando se elevou a temperatura de imersdo de 47°C para 49°C, o que

poderia ser resultante do aumento da atividade metabdlica em condicdo de
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estresse mais pronunciado, de acordo com as conclusdes de Hardenburg et al.
(1986). Porém, os resultados de SST observados nos frutos inoculados foram

contrarios a estas conclusoes.



4. CAPITULO IV

Isolamento de RNA para estudo da expressao diferencial de genes
durante a interacao entre frutos de maca (Malus domestica Borkh.) e
Botryosphaeria dothidea (Moug.) Ces. & De Not.

4.1 INTRODUCAO

A macéa (Malus domestica Borkh) representa uma das mais importantes
espécies de frutos de clima temperado comercializadas no mundo. No Brasil,
mais especificamente na regido Sul, onde se concentra a maior parte da
producdo, a estimativa da safra 2003/2004 ¢é de 1.100.000 toneladas
(Associagao Brasileira de Produtores de Macga - ABPM, 2004).

Botryosphaeria dothidea Moug. Ces. & De Not. € o agente causal da
podriddo branca, uma das mais importantes doencas pds-colheita em macgas.
O fungo ascomiceto B. dothidea & encontrado em regibes tropicais e
temperadas mais quentes (Kim et al., 2001), ocorrendo em uma ampla
variedade de espécies, incluindo castanha, péssego e mirtilo (Travis et al.,
2003).

As interagdes entre plantas e microrganismos patogénicos podem ser
classificadas como incompativeis e compativeis (Bowler et al., 1992). As
interagbes incompativeis sado caracterizadas pelo desenvolvimento de uma
resposta de hipersensibilidade (RH), a qual é caracterizada pela morte rapida
das células no local ou ao redor do ponto de infecgcdo, e pelo nao

desenvolvimento da doenca. Nas interacbes compativeis, a RH ndo ocorre e o
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patdgeno pode desenvolver-se sem restricdes, induzindo o desenvolvimento da
doenca (Mehdy, 1994).

O estabelecimento da infeccdo € o resultado de uma complexa interacao
entre o hospedeiro e o patdgeno, envolvendo processos desencadeados no
fungo, tais como, a ativagdo de mecanismos para penetragdo e colonizagdo do
tecido hospedeiro, e na planta, tais como, ativacdo das respostas de defesa da
planta (Benito et al. 1996)

Com relagcédo a resisténcia vegetal aos microorganismos patogénicos,
esta é caracterizada por sua natureza dindmica e coordenada. Trata-se de um
sistema multicomponente, onde o nivel de resisténcia resulta da somatdria das
contribui¢des individuais de diferentes mecanismos de resisténcia (Pascholati &
Leite, 1995). Esta resisténcia baseia-se em parte, em uma grande variedade de
barreiras e mecanismos de defesa ja existentes, independente da deposi¢ao do
in6culo ao sitio de infecgcdo. Essas defesas pré-existentes sdo denominadas de
constitutivas, inespecificas ou estaticas (Sticher et al., 1997). Por outro lado, as
plantas possuem outros mecanismos de defesa que, aparentemente,
permanecem inativos, expressando-se, apds serem elas expostas a agentes de
indugdo. Nesse caso, a resisténcia € chamada de induzida (Agrios, 1997;
Sticher et al., 1997).

Em ambas as categorias, os fatores podem ser subdivididos em
estruturais e bioquimicos, dependendo do modo primario de atuagcdo sobre o
patégeno (Agrios, 1997). Os fatores estruturais atuam como barreiras fisicas,
impedindo a entrada do patdégeno e a colonizagdo dos tecidos, enquanto que
os bioquimicos ocorrem nas células do hospedeiro, produzindo substancias

toxicas ao patdégeno ou criando condigdes adversas para o crescimento do
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mesmo no interior da planta (Pascholati & Leite, 1995). Entre os fatores
constitutivos estruturais pode-se citar: cuticula, tricomas, estdmatos, fibras ou
vasos condutores, e entre os bioquimicos: fendis, alcaldides, lactonas,
glicosideos fendlicos e cianogénicos, inibidores protéicos, fitotoxinas, e
enzimas hidroliticas (quitinases e [-1,3-glucanases). Dentre os fatores
induziveis estruturais estdo: a formacdo de papilas, halos, lignificagao,
camadas de cortica e tiloses, e dentre os bioquimicos estdo: fitoalexinas,
proteinas relacionadas a patogénese (proteinas -PR) e a explosao oxidativa
(Lucas, 1998; Pascholati & Leite, 1995).

Embora o controle de B. dothidea possa ser realizado através de
produtos quimicos como os fungicidas, o possivel aparecimento de ragas
resistentes, bem como, a maior preocupacdo do consumidor com a presenca
de residuos quimicos, pela utilizacdo de agrotéxicos, tem levado ao
desenvolvimento de novas técnicas para o controle desta doenca.

As técnicas mais promissoras, utilizadas para o controle de Penicillium
expansum Link. e Botrytis cinérea Pers.:Fr na pds-colheita sdo a termoterapia
com calor, a utilizacdo de cloreto de calcio e o controle biolégico com
microorganismos antagonistas (Conway et al, 1999). No caso de B. dothidea,
os estudos sobre técnicas alternativas para o controle deste patégeno na pés-
colheita de macgas sado escassos. Por outro lado, s&o mais escassas ainda as
informacbes sobre as bases bioquimicas e moleculares da interacao fruto-
patdgeno, as quais poderiam auxiliar no entendimento do processo de infec¢ao
do fungo, bem como, nos mecanismos de defesa do fruto.

O modo de acgao primario da termoterapia com calor € eliminar os

esporos de fungo através da desinfestagdo da superficie do produto ou da
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letalidade do patégeno devido ao aumento da temperatura (Lurie, 1998). No
entanto, em adi¢cdo ao possivel efeito primario do calor ao patégeno, varios
trabalhos tém demonstrado que a termoterapia com calor pode ser efetiva na
reducdo da doencga através da indugdo de mecanismos de defesa (Fallik et al.,
1995, Fergunson et al., 2000; Lurie, 1998; Pratella, 1997). O tratamento com
calor é um estresse e sendo assim, o tecido vegetal responde na tentativa de
aliviar e/ou reparar o dano causado pelo estresse (Lurie, 1998).

Segundo Pratella (1997), a termoterapia, antes do armazenamento,
pode, em alguns casos induzir a formagao de fitoalexinas, como por exemplo,
escoparone em limdo. Tanto nos casos de doengas pos-colheita originadas por
danos fisicos como as doencas latentes, compostos antimicrobianos naturais,
produzidos pelo hospedeiro, tem papel importante no mecanismo de defesa
contra o desenvolvimento de podridées.

Segundo Pavoncello et al. (2001), dois grupos de proteinas podem ser
ativados pelo tratamento com calor, as quais induziriam a resisténcia no fruto:
proteinas de choque de calor (HSPs) e proteinas relacionadas com a
patogénese (PRs). As HSPs compreendem um grupo diversificado de
proteinas, entre 15 a 115 kDa, as quais sdo expressadas em todos os
organismos em resposta a elevadas temperaturas. A expressao de genes HSP
e a sintese de proteinas estdo associadas com o aumento da exposicdo ao
calor de varias partes das plantas, inclusive os frutos (Fergunson et al. 2000).

As proteinas PR, codificadas por genes do hospedeiro s&o induzidas
pela infecgdo do patdogeno e apresentam um papel na defesa contra uma
ampla variedade de patogenos. As proteinas PRs mais caracterizadas sao as

enzimas que tem atividade B-1,3— glucanase e quitinase. Ambas hidrolisam
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polimeros da parede celular do fungo e, portanto, estdo envolvidas no
mecanismo de defesa da planta contra a infecgao fungica (Lurie, 1998). Porat
et al. (2000) sugeriram que o tratamento com calor induziu a sintese de PRs
como a quitinase e a B - 1,3 glucanase em uva ‘Star Ruby’ e conferiu maior
resisténcia contra o patégeno Penicillium digitatum.

Tanto os fungos patogénicos expressam grupos de genes envolvidos no
estabelecimento da infecgao, como outros genes séo expressos no hospedeiro
como resposta. A regulagdo dos genes de patogenicidade envolve uma
complexa troca de sinais entre o hospedeiro e o patégeno (Dixon & Lamb,
1990). O sucesso da infecgao por microrganismos patogénicos requer ligagao a
superficie do hospedeiro, degradacdo das barreiras quimicas e fisicas do
hospedeiro, produgao de toxinas e inativagao das defesas da planta (Lamb et
al., 1989).

Embora nas interagdes compativeis o hospedeiro seja incapaz de parar
o processo de infeccdo, € possivel isolar os genes envolvidos com a
patogenicidade do fungo e os genes envolvidos nas respostas de defesa do
fruto (Sanchez-Torres & Gonzalez-Candelas, 2003). A expressao génica de
uma célula reflete todos os processos metabdlicos que ocorrem na mesma.
Portanto, o estudo de genes com expressdao diferencial é de grande
importancia, pois permite identificar quais genes sao induzidos ou reprimidos
em determinada condicdo e, consequentemente, quais os reflexos no
metabolismo da célula. Neste sentido, uma das técnicas utilizadas para a
identificacdo de genes que sao regulados durante as interagdes planta-
patdogeno €& o Differential Display (DD) RT-PCR, desenvolvida por Liang &

Pardee (1992).
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A analise molecular das interagdes necessita do isolamento de RNA
purificado dos tecidos da planta e/ou patégeno. Diversos protocolos ja foram
descritos para o isolamento de RNA de tecidos vegetais. Métodos
convencionais envolvem o uso de detergentes tais como sulfato dodecyl sodio
(SDS) (Taylor & Powell, 1982), precipitagdes com cloreto de litio (Thompson et
al., 1983), extragdes com fenol quente e frio (Galau et al., 1981; Morgens et al.,
1987; Verwoerd et al., 1989), entre outros. Por outro lado, Lopez-Gomez &
Gbémez-Lim (1992) desenvolveram um método para extragdo de RNA de frutos
de manga baseado no uso de tris-acido boérico e precipitagdo com etanol 20%.
Utilizando dois protocolos de isolamento, este trabalho teve como
objetivo isolar o RNA total de frutos de macga cv. Fuji inoculadas ou ndo com o
patdbgeno Botryosphaeria dothidea apds termoterapia com calor, além de
verificar a expressédo de genes que sao regulados durante a interagdo maga-B.

dothidea através da utilizacdo de DD/RT-PCR.

4.2 MATERIAL E METODOS

4.2.1 Patdgeno

O fungo Botryosphaeria dothidea foi obtido a partir de macgas cv. Fuji
com sintomas tipicos de podriddo branca no Laboratorio de Fitopatologia da
Estacdo Experimental da Embrapa — Vacaria, RS. O isolado foi colocado em
placas de Petri contendo meio de cultura batata-dextrose-agar (BDA) e
cultivado em camara de crescimento BOD a 26°C sob luz continua (lampada
fluorescente) durante sete dias.

Para a produgao de conidios, o isolado de B. dothidea foi repicado em

discos de papel filtro que estavam sobre o meio de cultura BDA nas placas de
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Petri, permanecendo por 15 dias a 26°C sob luz fluorescente constante. Apds
este periodo, os papéis filtro foram retirados das placas e triturados, em
almofariz, juntamente, com 20 mL de meio de cultura batata-dextrose (BD)
estéril a 5%. A suspensao obtida foi filtrada através de 3 camadas de gaze para
a remogao dos residuos de micélio do patégeno.
A concentracdo de conidios na suspensao foi determinada com um
hemacitbmetro e ajustada para 10° conidios/ml, para posterior utilizacdo na

inoculagao dos frutos.
4.2.2 Inoculacéo dos frutos

Macéas cultivar Fuji, provenientes de um pomar do municipio de Vacaria,
RS, foram levadas para o Laboratério de Fitopatologia da Estacdo
Experimental da EMBRAPA — Vacaria, RS, aonde foram selecionadas por
tamanho e em seguida lavadas com uma solugao de hipoclorito de sédio a 1%
(produto comercial), durante 1 minuto para desinfestagdo. Em seguida, os
frutos foram lavados duas vezes com agua esterilizada e secados a
temperatura ambiente.

Para a inoculagdo com o patégeno, as magas foram aspergidas, durante
5 segundos, com a suspensdo de conidios, na regido equatorial do fruto.
Imediatamente apds a inoculagcao, tanto os frutos inoculados quanto os nao
inoculados foram acondicionados em bandejas plasticas. Estas foram
embaladas em sacos plasticos e entdo incubadas em camara de crescimento

BOD a 26°C durante 48 horas.
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4.2.3 Aplicacao do calor

Apés a inoculagao dos frutos e incubacido destes por 48 h, parte dos
frutos recebeu a aplicagdo de calor, através da aspersao de agua quente a
58°C durante 30 segundos (conforme metodologia descrita no Capitulo 4).

Os frutos foram levados no mesmo dia para o Laboratério de
Fitopatologia Molecular da UFRGS, Porto Alegre, RS e mantidos a temperatura
ambiente (20°C). Apos 24 e 72 horas da aplicagdo do tratamento com calor, as
amostras foram coletadas. As amostras foram compostas por 16 discos com 1
cm de diametro e 0,5 cm de profundidade (quatro discos de cada fruto, de um
total de 4 frutos por repeti¢do), retirados da epiderme na regido equatorial das
macds. Os discos foram colocados em tubos de microcentrifugas e
imediatamente congelados em nitrogénio liquido. Todo material foi armazenado

em ultrafreezer a -80°C para posterior utilizacdo no isolamento do RNA.

4.2.4 Tratamentos

Os tratamentos foram arranjados em um ftrifatorial, onde o fator
inoculagdo constou de dois niveis: frutos inoculados com B. dothidea e frutos
nao inoculados com o patégeno. O fator calor foi composto por dois niveis:
frutos que receberam termoterapia com calor a 58°C e frutos que nao
receberam termoterapia com calor. O terceiro fator, tempo, constou de dois
niveis: 24 e 72 horas apo6s a aplicacdo da termoterapia. Os tratamentos foram
repetidos duas vezes com quatro frutos por repeticdo, em um delineamento

experimental completamente casualizado.
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4.2.5 Isolamento de RNA total

4.2.5.1 Isolamento de RNA segundo o Laboratério Fitopatologia Molecular
(LFM) — UFRGS

O protocolo de isolamento de RNA de tecidos vegetais utilizados pelo
LFM — UFRGS esta baseado nos procedimentos padrdes recomendados por
Sambrook et al. (1989) com algumas modificagdes.

Em nitrogénio liquido, amostras de 200 mg de frutos de magas foram
trituradas em almofariz e colocadas em tubos de microcentrifuga (0,5 mL) com
400 pl de tampéo (Tris-HCI 100 mM pH 9,0, NaCl 200 mM, EDTA 15 mM e
SDS 0,5%), 2,3 ul de mercaptoetanol, 400 pul de fenol e 80 ul de
cloroférmio/alcool isoamilico (24:1) e homogeneizadas em vértex por 2
minutos. Apos acrescentar 28 ul de acetato de sédio (3M) e homogeneizar em
vortex por um minuto, as amostras foram incubadas no gelo por 15 minutos, e
em seguida centrifugadas a 16.000 g por 10 minutos a 4°C.

O sobrenadante foi recolhido em outro tubo, ao qual foi acrescentado
400ul de fenol e 80 ul de cloroférmio/alcool isoamilico (24:1). Apos
homogeneizacdo em vortex por 2 minutos e centrifugagcdo a 16.000 g por 5
minutos a 4°C, o sobrenadante foi colocado em um novo tubo, acrescentando-
se a este, 500 ul de isopropanol. As amostras foram incubadas a -20°C por
uma hora, e entdo, centrifugadas a 10.000 g por 10 minutos a 4°C, sendo o
sobrenadante removido.

Adicionou-se ao precipitado 500 pul de etanol 70% e centrifugou-se a
10.000 g por 5 minutos a 4°C. Novamente, o sobrenadante foi removido e

secou-se o precipitado em temperatura ambiente. A precipitagdo do RNA foi
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conduzida acrescentando-se 82,5 ul de agua ultra pura ao precipitado e
incubando-o por 10 minutos em temperatura ambiente. A seguir adicionou-se
LiCl, para uma concentragao final de 2,5 M. Os tubos foram incubados durante
12 h a 4°C.

Apos a centrifugacdo a 14.000 g por 10 minutos a 4°C e posterior
descarte do sobrenadante, o precipitado foi lavado com 500 ul de etanol 70%.
A amostra foi centrifugada a 10.000 g por 5 minutos a 4°C e o sobrenadante
descartado. A ressuspensado do RNA foi realizada secando-se o precipitado a
temperatura ambiente por 5-10 minutos e em seguida acrescentado-se 50 pl de

agua ultra pura.

a) Modificacdes realizadas no protocolo

Na tentativa de se obter uma quantidade adequada de RNA, paralelo
aos procedimentos descritos no item anterior, conduziu-se o isolamento do
RNA com duas modificagdes do protocolo:

1. A quantidade de amostra (400 mg) e o volume dos reagentes
foram duplicados;
2. Para a ressuspensdo do RNA foi utilizado 40 ul de agua ultra

pura.

4.2.5.2 Isolamento de RNA segundo Lépez-Gémez & Gomez-Lim (1992)

Amostras de 200 mg de frutos de macéas, em temperatura ambiente,
foram trituradas em almofariz e colocadas em um tubo de microcentrifuga (0,5
mL) com 600 ul de tampéao (Tris-HCI 150 mM pH 7,5, EDTA 50 mM, SDS 2,0%)
e 6,0 ul de mercaptoetanol. Em seguida acrescentou-se etanol absoluto (25%

do volume da amostra) e acetato de potassio (5M) (11% do volume da
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amostra), homogeneizando a mistura no voértex por 1 minuto. Apds acrescentar
cloroférmio/alcool isoamilico (49:1) na proporcdo de 1:1 da amostra e
homogeneizar no vortex por 1 minuto, a mistura foi centrifugada a 20.000 g por
10 minutos a 4°C.

O sobrenadante foi retirado e colocado em um novo tubo,
acrescentando-se a este, fenol:.cloroférmio (1:1), na propor¢do de 1:1 da
amostra. A mistura foi levada ao vértex por um minuto e centrifugada a 20.000g
por 10 minutos a 4°C. Novamente, retirou-se o sobrenadante, acrescentando-
se a este, cloroférmio/alcool isoamilico (49:1), na proporcéo de 1:1 da amostra.
Apds a centrifugacdo a 20.000g por 10 minutos a 4°C, foi adicionado ao
sobrenadante 150 ul de LiCl , precipitando o RNA durante 12 h a -20°C.

O sobrenadante foi descartado apds centrifugacdo a 20.000g por 90
minutos a 4°C e o precipitado lavado com 500 ul de LiCl (3M), invertendo-se
lentamente o tubo.

O RNA foi ressuspendido em 50 pul de agua ultrapura e em seguida
adicionado acetato de potassio (concentracdo final 0,3 M) e 110 ul de etanol
absoluto, a mistura foi incubada durante 12 h a -20°C. Apds a centrifugagéo a
20.000 g por 10 minutos a 4°C, o precipitado foi lavado com 500 pul de etanol
75%, centrifugado a 20.000 g por 10 minutos a 4°C (duas vezes), e o RNA

ressuspendido em 30 ul de agua ultra pura.
4.2.6 Quantidade e qualidade do RNA total

A concentragdo de RNA total foi estimada por espectrofotometria a
260nm (1 OD260 = 40ug de RNAmL™). A qualidade do RNA foi determinada

através das razdes A260 / A280. A integridade do RNA foi verificada através de
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eletroforese em gel de agarose 1,5% - TBE 1,0X (Tris 400mM pH , &cido bdrico
400mM, EDTA 10mM), utilizando-se brometo de etidio (0,5 pugmL™") para

visualizagdo do mesmo (Sambrook et al., 1989).

4.2.7 Analise da expressdo dos genes atravées de Differencial Display -

RT-PCR

4.2.7.1 Sintese da primeira fita de cDNA

A sintese da primeira fita de cDNA foi realizada testando duas
quantidades de RNA total de cada tratamento (1 pyg e 5 yg de RNA total). Em
um tubo de microcentrifuga (0,2 mL) foi adicionado 2,3 pyL contendo 1 ug ou 5
Mg de RNA, 1 pL de tampéo (5X) (250mM Tris-HCI pH 8,3, 375 mM KCI, 15 mM

MgCl;) 0,17 uL de mix deoxinucletideos (10mM cada), 0,33 uL de DTT (0,1M),

033 puL  de dTA  (BAAGCTTTTTTTTTTTA3’) ou  dTC

(5’AAGCTTTTTTTTTTTC3") ou dTG (5’AAGCTTTTTTTTTTTGS3') (20 uM) (trés
combinagdes de iniciadores), 0,17 uL da enzima MMLV transcriptase reversa
(Amersham Life Science) e 0,7 uL de agua ultra pura para completar o volume
de 5 yL de cada amostra. Em seguida, as amostras foram incubadas por uma

hora a 37°C.

4.2.7.2 Reacdo de PCR para amplificacdo das seqiiéncias

Para a amplificacdo foram adicionados os seguintes componentes em
um tubo de microcentrifuga: 5 yL de tampao (10X) para PCR (200mM de Tris-

HCI pH 8,4, 500mM KCl); 2 uL de MgCl, (60mM); 1 yuL de mix deoxinucletideos

(10mM cada); 2 pL de dTA (S ’AAGCTTTTTTTTTTTA3") ou dTC

(5AAGCTTTTTTTTTTTC3") ou dTG (5’AAGCTTTTTTTTTTTG3’) (20 uM); 2 pL
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de oligo 3 (5’AAGCTTCGGCATAZ3’); 0,3 yL de Tag DNA polimerase (5
unidades/uL); 5 yL de cDNA da reagéao anterior; 32,7 uL de agua ultra pura.

As condi¢des da reacdo de PCR foram: 95°C por 2 minutos, 94°C por 30
segundos, 40°C por 2 minutos, 72°C por 90 segundos e 72°C por 5 minutos,
num total de 39 ciclos.

Os produtos das reacdes de PCR foram separados através de
eletroforese em gel de agarose 1,5% - TBE 1X (Tris 400mM, acido bdrico
400mM, EDTA 10mM), utilizando-se brometo de etidio (0,5ugmL™") para

visualizagdo do mesmo (Sambrook et al., 1989).
4.3 RESULTADOS E DISCUSSAO
4.3.1 Isolamento do RNA total

O isolamento do RNA total foi realizado em todas as amostras dos
tratamentos estabelecidos no item 4.2.4.

Os protocolos para isolamento do RNA podem ser avaliados pela
quantidade, qualidade e integridade do RNA obtido. Neste sentido, para os dois
protocolos de isolamento de RNA testados, a producao de RNA total foi baixa.
Como mostra a Tabela 26, a quantidade de RNA total por grama de tecido de
macé variou de 20-30ug/g de tecido fresco.

Quando se comparam os protocolos, 0 método de isolamento utilizando
o protocolo do LFM — Ufrgs produziu maior quantidade de RNA total (30ug/g
tecido fresco), porém, ainda assim, valor considerado baixo. A razdo de
absorbancia A260 / A280 foi igual a 1,6.

Quando utilizado o protocolo segundo Lopez-Gomez & Gdmez-Lim

(1992), recomendado para a extracdo de RNA de frutos, tanto a produgao de
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RNA total (20ug/g de tecido fresco) como a razdo A260 / A280 foi baixa (1,3)
(Tabela 26), mesmo com duas precipitacbes adicionais com LiCl, indicando
contaminagao com proteinas e pectinas. Estes resultados diferem dos obtidos
por estes autores quando trabalharam com a extracdo de RNA total de
mesocarpo de manga, onde obtiveram 60-70ug RNA/g de tecido fresco. Por
outro lado, Valderrama-Chairez et al. (2002) trabalhando com extragdo de RNA
em cactus, utilizando este mesmo protocolo, obtiveram uma baixa producéio
(30ug RNA/g tecido fresco).

Além da baixa producdo de RNA verificada nos dois protocolos, as
razdes de absorbancia A260 / A280 apresentaram valores que indicam
contaminagdo das amostras com proteinas ou ainda, polissacarideos e
compostos fendlicos (Asif et al. 2000).

O isolamento de RNA é um pré-requisito para o estudo da expressao de
genes em estudos de biologia molecular e tem um importante papel nas
pesquisas sobre fisiologia e genética dos frutos. Por outro lado, o isolamento
de RNA de boa qualidade parece ser dificil em tecidos que apresentam altas
quantidades de polissacarideos e compostos fendlicos, tais como frutos de
maca, péra e banana (De la Cruz et al., 1997; Hu et al., 2002). A presenca
destas substancias poderia afetar a qualidade e quantidade do RNA isolado
(Asif et al., 2000).

TABELA 26. Caracteristicas de absorbancia e producdo de RNA, de frutos de

maga, obtidos através de dois métodos de isolamento, Porto
Alegre, RS, 2003/2004.

Producdao RNA

Protocolo A260 / A280
(ng/g peso fresco)
Lab. Fitopatologia Molecular — UFRGS 1,6 305
Lopez-Gémez & Gomez-Lim (1992) 1,3 20+ 6

* Valores apresentados sao os resultados da média de 16 amostras.
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Os dois protocolos de isolamento para RNA testados sdo baseados em
métodos de extracdo com fenol/SDS. Segundo Zeng & Yang (2002) estes
métodos produzem, em tecidos com altas quantidades de polissacarideos e
compostos fendlicos, precipitados escuros e insoluveis em agua. De forma
geral, os precipitados obtidos nos protocolos testados apresentavam coloragéo
escura, assim como citado por estes autores.

Segundo Asif et al. (2000) e Logerman et al. (1987), durante a fase de
amadurecimento de frutos de banana e manga, o amido insoluvel é
transformado em polissacarideos soluveis, os quais, apresentam propriedades
fisico-quimicas semelhantes aquelas do RNA. Estes polissacarideos soluveis
poderiam co-precipitar e contaminar o RNA durante a extracdo e,
consequentemente, afetam a producdo e a qualidade do mesmo. Ainda, os
compostos fendlicos sdo rapidamente oxidados a quinonas, que facilmente se
ligam a macromoléculas como os acidos nucléicos. (Noonberg et al., 1995; Su
& Gibor, 1988). Estas caracteristicas poderiam explicar a baixa produgcédo do
RNA observada nos dois protocolos testados.

A integridade do RNA, verificada através de gel de agarose (1,5% - TBE
1,0X), € mostrada na Figura 8. Neste caso, o gel foi analisado utilizando-se
10ug de RNA isolado da polpa + epiderme do fruto de magéa. O isolamento do
RNA utilizando o protocolo segundo Lépez-Gémez & Goémez-Lim (1992) néo
apresentou bandas de RNA ribossomal, quando analisado em gel de agarose,

sugerindo que o RNA foi degradado durante as extragdes (Figura 8B).
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FIGURA 8. Eletroforese em gel de agarose do RNA total de epiderme + polpa
de maca ‘Fuji’. O RNA total foi separado em gel de agarose
(1,5%) n&o desnaturante contendo brometo de etidio e
fotografado sob luz ultravioleta. (A) Amostras de RNA extraidas
segundo o protocolo LFM-UFRGS (B) Amostras de RNA extraidas
segundo Lépez-Gémez & Gomez-Lim (1992). Linha 1. marcador
1Kb (Gibco BRL)

No caso do isolamento de RNA pelo método do LFM — Ufrgs, a analise
por eletroforese com gel de agarose mostrou, em todas as linhas, duas bandas
distintas correspondendo a 28S e 15S do RNA ribossomal. Apesar de 98% do

RNA total ser representado por RNA ribossomal, a integridade de uma amostra

pode ser determinada pelo RNA total (Lépez-Gémez & Gémez-Lim, 1992).
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4.3.2 Analise da expresséao dos genes atraves de Differencial Display/RT-

PCR

O RNA total de frutos de macga, inoculadas ou ndo com o patdgeno
Botryosphaeria dothidea apds termoterapia com calor, foi utilizado neste
trabalho para verificar a expressdo de genes que sao regulados durante a
interagcdo maca-B. dothidea através da utilizacdo de DD/RT-PCR. Associado a
isto, o RNA total usado com template para DD/RT-PCR serve para determinar
a aceitabilidade do protocolo de extragdo do RNA.

A transcricédo reversa foi realizada com o RNA total extraido dos frutos
de todos os tratamentos estabelecidos no item 4.2.4.

Os produtos das reagdes de RT-PCR foram separados através de
eletroforese em gel de agarose 1,5% - TBE 1X, utilizando-se brometo de etidio
para visualizacdo do mesmo. Para qualquer método de isolamento de RNA
adotado neste trabalho ndo foi possivel a visualizagdo de bandas nos géis de
agarose.

Os resultados obtidos no RT-PCR evidenciam que os protocolos
utilizados néo produziram RNA de alta qualidade e desta forma inviabilizam a
transcricdo reversa e a obtencdo de uma biblioteca de cDNAs e,
consequentemente, a analise da expresséao diferencial dos genes em frutos de

maca-B. dothidea.
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5. CONCLUSOES

Isolados de Botryosphaeria dothidea, agente causal da podridao branca em
maca, podem ser encontrados na natureza com diiferentes graus de
viruléncia;

A germinagao dos conidios e o crescimento do micélio de Botryosphaeria
dothidea in vitro sdo afetados pela aplicagao de tratamentos com calor;

A aplicagao do tratamento com calor com temperaturas superiores a 55°C
por até 90 s, associado ou ndo ao carbonato de sédio a 3%, reduz os
sintomas de podriddo branca em macas ‘Fuji’, porém, estes tratamentos
nao sao suficientes para controlar com eficacia a doenga, tanto em frutos
nao armazenados como naqueles armazenados sob refrigeragao por até 5
meses.

Macés ‘Fuji’ tratadas com aspersédo de agua quente até 58°C por 60 s nao
apresentam alteracédoes significativas de solidos soluveis totais, acidez
titulavel total e firmeza da polpa apdés 5 meses de armazenamento
refrigerado (1°C);

O tratamento com calor tem maior efeito sobre a incidéncia de podridao
branca em macgéas ‘Fuji quando os frutos apresentam estagio menos
avangado de maturacgao;

A analise da expressédo dos genes regulados durante a interagdo maca-

Botryosphaeria dothidea pode ser realizada através da técnica de
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Differencial Display/RT-PCR, desde que o RNA extraido e utilizado no

processo apresente alta qualidade.
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