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RESUMO

REGUPA(;AO DA EXPLOSAO OXIDATIVA, QUALIDADE FISIOLOGICA DE
MAMOES E EFEITO IN VITRO DO EXTRATO DA ALGA MARINHA Ascophyllum
nodosum SOBRE O FUNGO Colletotrichum sp.

O mamoeiro (Carica papaya), pertence a familia Caricaceae, produz durante o ano todo,
mantendo a geragdao de emprego e renda continuadamente, ressaltando sua importancia social.
Porém, os problemas fitossanitarios afetam negativamente a produtividade. Na pds-colheita, a
antracnose causada por espécies do género Colletotrichum, se destaca como uma das doencgas
mais importantes para a cultura. Objetivando estabelecer um método de controle natural como
alternativa de manejo agroecolédgico da doenca, foi avaliado o efeito indutor de resisténcia do
extrato da alga marinha Ascophyllum nodosum, em diferentes doses, sobre o parasitismo de
Colletotrichum sp. em mamoes, na pés-colheita. Os isolados para a execucdo dos testes foram
obtidos a partir de frutos sintométicos coletados na CEASA da Ilha de Sdo Luis, MA. Os ensaios
consistiram em duas etapas. Na primeira, foi verificado o efeito direto do extrato sobre o fungo.
Nesse sentido, foi realizado teste in vitro, para avaliacdo do efeito fungistitico do produto. A
segunda etapa observou se o extrato da alga tem potencial em induzir resisténcia em mamaoes.
Assim, os frutos foram tratados com diferentes concentra¢des do produto, inoculados com o
fungo e acompanhados diariamente para a observagao da severidade das lesdes formadas, nessa
ocasido foram realizadas as andlises de perda de massa. Ao final desse experimento, a polpa
dos frutos foi retirada para andlises quimicas e as cascas foram retiradas, liofilizadas e
destinadas as andlises bioquimicas que consistiram em: contetido total de proteinas das parcelas,
atividade das enzimas catalase, guaiacol peroxidase e polifenoloxidase. O extrato de A.
nodosum, nos testes in vitro, no inibiu o crescimento micelial do fungo, porém as maiores
doses usadas influenciaram negativamente na esporulacao e germinagao do patégeno. Embora
o extrato ndo tenha apresentado efeito contra a severidade de Colletotrichum sp. nos frutos,
apresentou efeito eliciador para peroxidase e polifenoloxidase, e também demostrou nao
influenciar na qualidade pds-colheita dos frutos e ainda retardou o processo de amadurecimento

na dose de 1%, como revelado nas andlises quimicas.

Palavras-chave: Colletotrichum sp., Carica papaya, Controle alternativo.
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ABSTRACT

REGULATION OF OXIDATIVE EXPLOSION, PHYSIOLOGICAL QUALITY OF
PAPAYA AND IN VITRO EFFECT OF SEAWEED EXTRACT Ascophyllum nodosum
ABOUT THE FUNGUS Colletotrichum sp.

The papaya (Carica papaya), belongs to the family Caricaceae, its production takes place
throughout the year, highlighting its social importance, by maintaining the generation of
employment and continuously income. However, phytosanitary problems negatively affect
productivity. In post-harvest, the anthracnose caused by species of the fungus Colletotrichum
stands out as one of the most important diseases for the crop. Aiming to establish a natural
control method as an alternative for the agroecological management of the disease, the
resistance inducing effect of the seaweed Ascophyllum nodosum extract will be evaluated, in
different doses, on the parasitism of Colletotrichum sp. in papayas, in post-harvest conditions.
We will obtain the isolates for the execution of the tests from symptomatic fruits present in
commercial orchards distributed in the Island of Sdo Luis, MA and the tests will consist of two
steps. In the first one, the direct effect of the extract on the fungus will be verified. In this sense,
in vitro tests, to evaluate the fungistatic effect of the product and the interference of the extract
on the permeability of the plasma membrane of the hypha, will be performed. The second stage
of the project aims to observe and determine if the algae extract has the potential to induce
resistance in papaya. Thus, the fruits will be treated with different concentrations of the product,
inoculated with the fungus and daily accompanied to observe the severity of the possible lesions
formed. At the end of the experiment that will evaluate the severity of the disease in the treated
fruits, the papaya peels will be removed, lyophilized and destined to the biochemical analyzes.
In this phase, the project aim to total protein content of the plots, enzyme activity of catalase,
guaiacol peroxidase and polyphenoloxidase. The A. nodosum extract, in the in vitro tests, did
not inhibit the mycelial growth of the fungus, but the higher doses used negatively influenced
the sporulation and germination of the pathogen. Although the extract had no effect against the
severity of Colletotrichum sp. in the fruits, presented an eliciting effect for peroxidase and
polyphenoloxidase, and also showed no influence on the post harvest quality of the fruits and

still delayed the ripening process at 1%, as revealed in the chemical analyzes.

Keywords: Colletotrichum sp., Carica papaya, Alternative control.
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1 INTRODUCAO GERAL

A cultura do mamao (Carica papaya) € representativa para o Brasil, porém como fator
limitante a producgdo dessa fruta, podemos citar doengas causadas por virus: a mancha anelar,
meleira do mamoeiro, amarelo letal do mamoeiro solo e o mosaico do mamoeiro (LIMA et al.,
2001; MEISSNER FILHO et al., 2013; VENTURA; REZENDE, 2016), e as causadas por
fungos: a antracnose, sendo essa uma das doengas fungicas de maior importancia na pds-
colheita, seguida pela pinta-preta, podriddo preta, podridio de Lasiodiplodia, podriddao de
Fusarium, podridao de Rhizopus, Mancha de Alterndria entre outras (TAVARES et al., 2009;
MEISSNER FILHO et al., 2013, VENTURA; REZENDE, 2016).

A antracnose causada pelo fungo Colletotrichum spp., € uma doenca que acomete varias
espécies vegetais incluindo inimeras culturas de importancia econdmica (PHOULIVONG et
al., 2010). Esta doenca € responsdvel pela podridao na pré e pds-colheita resultando em grandes
perdas na produtividade e comercializacdo de frutas das regides tropicais e subtropicais
(MOTA, 2013). Dentre as podriddes que inviabilizam a comercializa¢io e o consumo de frutas
na fase de pds-colheita, para a cultura do mamao, a antracnose se destaca (CORRALES;
UMANA, 2015; ANDRADE; VIEIRA, 2016).

Segundo Barboza et al. (2013), essa doenca pode ser encontrada em todas as dreas onde
ha o cultivo da fruta no mundo. Quando a doenga acontece no campo, o intenso ataque do fungo
pode levar a planta a morte. Os frutos atacados, a0 amadurecerem perdem a durabilidade, e com
o tempo se tornam invidveis para a comercializa¢do e consumo, isto representa grandes perdas
da cultura, pois a doenga se desenvolve principalmente durante a embalagem, transporte,
amadurecimento e comercializacao.

O controle para reduzir a incidéncia desta doenca, deve ter inicio nas plantas no campo
e continuar nos frutos na pds-colheita, geralmente ocorre por meio de pulverizagdes com
fungicidas e tratamento hidrotérmico (ALVAREZ; NISHIJIMA, 1987). Essas medidas de
controle devem ser realizadas de modo integrado, devido ao fato da doenca se manifestar em
diferentes partes da planta, os frutos devem ser colhidos antes do amadurecimento e os
ferimentos devem ser evitados (BARBOZA et al., 2013).

O aumento eminente da agricultura convencional, trouxe os agrotéxicos, os adubos
quimicos, o uso de tratores e dentre outros, em substitui¢do as praticas agrossustentaveis como
o uso de adubos organicos, técnicas milenares de controle de parasita, uso da tracdo animal
dentre outras (PAULUS, 2000). Isso resultou em vérias graves consequéncias tanto para o

ambiente quanto para os organismos que nele habitam (ARAUJO et al., 2012).
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Dentre essas consequéncias, podemos citar a contaminacdo dos solos, dos corpos
hidricos; a insustentabilidade da agricultura: tanto pela resisténcia das pragas e doengas como
pelo elevado custo para aquisi¢do dos produtos quimicos; e a inseguranga alimentar. Todos
esses impactos tém gerado preocupagdes em varios setores, por isso, muitos pesquisadores vém
buscando cada vez mais resgatar os modos de controle ecologicamente sustentdveis, que geram
menos residuos e sdo de facil diluicao no ambiente (SANTOS, 2013).

O controle natural ressurge como prioridade, por que se pretende minimizar os efeitos
causados pelos produtos quimicos. A indugdo de resisténcia é uma alternativa importante, que
pode ser eficiente para a enriquecer as alternativas de controles naturais e fortalecer a qualidade
da produgdo dessa fruteira no pais (SANTOS et al., 2017). A viabilidade dessas medidas para
uso do produtor precisa ser desenvolvida por meio das pesquisas.

O mecanismo que envolve esse aumento da resisténcia ou a sua ativacio de defesa nas
plantas, chama-se de inducdo de resisténcia. As moléculas responsaveis por esse processo de
indu¢do sdao denominadas eliciadoras, elas podem ser de origem proteica, lipidica ou
polissacaridica (PASCHOLATTI; DALIO, 2018).

Nesse sentido, extratos naturais preparados a partir de macroalgas marinhas vém
despontando como alternativa promissora. Esses produtos, em muitos casos, t€ém acgdo
antifiingica (ABREU et al., 2008; PAULERT et al., 2009; MACHADO et al., 2011; SANGHA
et al., 2014), ou tém efeito comprovado sobre plantas, a exemplo do extrato da alga marinha
Ascophyllum nodosum (L.) Le Jol. que € usado como biorfortificante e bioestimulante de
vegetais (SUBRAMANIAN et al., 2011), com varios trabalhos que comprovaram efici€éncia na
melhoria do rendimento e da qualidade de diversos vegetais (COLAPIETRA; ALEXANDER,
2006; KHAN et al., 2012; CARVALHO et al., 2013; ALBUQUERQUE et al., 2014; SILVA et
al., 2016).

O extrato também demonstrou acao de induzir o sistema de defesa do vegetal em varios
patossistemas (JAYARAMAN et al., 2011; SUBRAMANIAN et al., 2011; FAN et al., 2014;
RIBEIRO et al., 2016). No entanto, existem divergéncias acerca de estudos que envolvem o
extrato, e somente as pesquisas mais acuradas serdo capazes de oferecer subsidios que possam
indicar o uso e as doses ideais para as mais variadas culturas, especialmente na fase de pds-
colheita.

Diante do exposto, o objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito indutor de resisténcia
do extrato da alga marinha Ascophyllum nodosum, em diferentes doses, sobre o parasitismo de
Colletotrichum sp. em mamdes, na pds-colheita. Para tanto, foi determinado a melhor dose;

Avaliado o potencial protetor do produto aplicado nos frutos antes da inoculacdo do agente
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fitopatogénico; Verificado a qualidade fisica e quimica dos frutos e e a producio de enzimas
relacionadas com patogénese (PR-proteinas), oriundas dos processos bioquimicos resultantes

da interagdo alga versus patossistema.
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1.2 REVISAO DE LITERATURA
1.2.1 Frutas frescas

As frutas frescas correspondem a 800 milhdes de toneladas na produ¢do mundial, este
total € cultivado em cerca de 61,4 milhdes de hectares (TREICHEL, 2016). Com relagdo a essa
producio mundial, os paises que se destacam por ordem de maior contribui¢io sdo: China, India
e Brasil (CNA BRASIL, 2017).

No Brasil, a produgdo de frutas frescas tropicais, subtropicais e temperadas, equivale a
cerca de 43 milhoes de toneladas, distribuidas em torno de 500 variedades. Essa atividade
possui grande valor econdmico e social, visto que se concentra em areas de pequenos e médios
produtores rurais (KIST et al., 2018).

As estimativas estdo favordveis para o aumento de 5% da produgdo do Brasil, em 2018,
para 45,6 milhdes de toneladas, considerando o clima favordavel. Houve um declinio na
producdo de 2017 (43,5 milhdes de toneladas) com relagdo a 2016 (44,8 milhdes de toneladas).
Apesar do grande potencial que o pais possui, a produgdo nos tltimos anos decresceu. Em 2016
a drea colhida foi em torno de 2,523 milhdes de hectares, equivalente a 2,2% de redu¢do quando
comparado com 2015 (KIST et al., 2018).

Essa quantidade mantém o Brasil em terceiro lugar na producio de frutas frescas no
mundo. Para manter esses dados serdo necessarias novas tecnologias no setor da producao e de
pos-colheita. Os dados do Ministério da Agricultura, Pecudria e Abastecimento (MAPA)
apontam um crescimento em 10% para a producdo de frutas como o mamao (CNA BRASIL,
2017).

Segundo Kist et al. (2018) a fruticultura nordestina lidera o primeiro lugar das regides
brasileiras que mais exportam, o equivalente a quase 600 mil toneladas de frutas em 2017, este
resultado expressivo € liderado pelo estado do Rio Grande do Norte (236,5 mil toneladas)
seguido da Bahia (134,1 mil toneladas), Pernambuco (115,4 mil toneladas) e por fim pelo Ceara

(107,9 mil toneladas).

1.2.2 Cultura do mamao

O mamaio nos ultimos anos estd sendo produzido em 32.118,00 hectares, sendo
responsavel por US$ 43,675 milhdes em exportagdo, o que qualifica o Brasil como o segundo

maior produtor mundial da fruta (TREICHEL, 2016; FAO, 2016).
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Ainda em nivel de Brasil, uma das principais culturas de frutas frescas que se destaca
estd a do mamao, perdendo apenas para a citricultura e a produ¢do de banana. O Nordeste do
pais possui grande potencial para o cultivo dessas culturas tropicais, do qual ja se destaca no
“ranking” nacional, o estado da Bahia lidera esse mercado produzindo cerca de 197.485.580
toneladas de mamdo. A comercializacio do mamao rendeu 449,909 mil toneladas no pafs,
mantendo a cultura do mamao em terceiro lugar dentre as cinco fruteiras mais comercializadas
nas principais Centrais de Abastecimento do Pais (KIST et al., 2018).

Segundo Costa (2012), no estado do Maranhdo a produtividade média do mamao gira
em torno de 17.000kg/ha, este autor relata que a drea de plantio dessa cultura é crescente no
estado, no entanto, a produtividade vem sendo reduzida ao longo dos anos, o que mantém o
estado da Bahia como principal fornecedor desse produto para o Maranhao, e ainda sugere que
estudos identifiquem os motivos para a perda da produtividade. O pouco incentivo proveniente
das politicas publicas do Estado, desvalorizam a produtividade do mamao, o que resulta,
consequentemente no uso de baixa tecnologia, que favorece a perda de produtividade durante
os vdrios processos em que o fruto passa até chegar nas prateleiras dos mercados.

As pragas e doencas sdo resposaveis pela baixa produtividade dessa cultura mesmo em
areas que utilizam maior nivel tecnolégico (LUCENA, 2016).

A estiagem do Nordeste, outra razdo de provével explicacao pelos poucos rendimentos
da cultura, pode ser contornada com a fruticultura irrigada, essas e outras novas tecnologias
serdo um investimento, que contribuird para que os demais estados possam se desenvolver,
contribuir e competir, originando mais emprego e renda para a populagdo, e colaborando para
o desenvolvimento das populagdes rurais (LIMA et al., 2001).

O mamoeiro (Carica papaya) pertence a familia Caricaceae, possui forma de vida
arbdrea ou arbustiva de substrato terricola, nao é endémico do Brasil, apenas naturalizado. Esta
distribuido geograficamente pelo Norte, Nordeste, Centro-Oeste, Sudeste e Sul. Seus dominios
fitogeogréificos se distribuem pela Amazonia, Caatinga, Cerrado, Mata Atlantica, Pantanal
(FLORA DO BRASIL, 2019).

Os frutos do mamoeiro s@o nutricionalmente importantes, ricos em carotenoides € em
vitamina C, sdo consumidos basicamente “in natura”, e ainda em processo de maturacdo sio
ricos em papaina, uma enzima bastante utilizada nos setores alimenticios, de cosméticos e
farmaceéuticos, a exemplo deste tltimo podemos citar a carpaina que caracteriza-se por ser um
ativador cardiaco (TRINDADE et al., 2013).

O mamao € um fruto climatério, ou seja, quando o fruto é destacado da planta no inicio

do processo de maturacdo esse processo continua mesmo o fruto ndo estando mais ligado a
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planta mae. Isso ocorre por meio do aumento da respiracao e consequente aumento na producao
de etileno na fase final de crescimento do fruto. A taxa de producdo do etileno é considerada
alta para este fruto, varia entre 10-100uL/Kg/h. Assim como a taxa de producdo de gés
carbOnico que gira em torno de 80-120 mg/CO./Kg/h (GONCALVES et al., 2012).

A producido do mamoeiro permanece durante o ano todo, isso ressalta sua importancia
social, devido a manuten¢do da geracdo de emprego e renda continuadamente, através dos tratos
culturais demandados da cultura, o que contribui diretamente para diminuir o éxodo rural
(TRINDADE et al., 2013).

O fruto é bastante sensivel, pode perder a qualidade facilmente no decorrer das
alteragdes fisicas e quimicas iminentes ao seu processo natural de senescéncia e principalmente
devido a falta de cuidados no manuseio durante a fase de pds-colheita. Todo esse processo
reflete na aceitacdo desses frutos pelos consumidores, cada vez mais exigentes, do mercado
interno e externo (SASAKI et al., 2018).

Atualmente, o tratamento pds-colheita nos frutos para o mercado interno, como o
processo de embalagem e transporte adota baixo uso de tecnologia que consequentemente
resulta em altas perdas da produtividade. Para o mercado externo, o cuidado com os frutos sdao
exemplares, devido as exigéncias internacionais de controle de qualidade (fitossanitdria e
quarentendrias) o periodo da colheita, lavagem, selecdo, secagem, embalagem, armazenamento
e transporte sao realizados com uso de alta tecnologia que resultam em frutos mais preservados
e com maior durabilidade. Basicamente, existem dois tratamentos aplicados externamente no
fruto que inibe a acdo de microrganismos, que é a imersao/aspersao de fungicidas ou de ceras,
a escolha do tratamento vai depender da exigéncia do comprador, tais manejos somados a todo
o processo envolvido na pds-colheita maximizam o tempo de prateleira desses frutos. Porém,
existem vdrias pesquisas envolvidas na busca de reduzir os residuos dos agrotdxicos nesses
frutos em fun¢do da demanda internacional (SASAKI et al., 2018).

O cultivo do mamao necessita de mais pesquisas que envolvam o aperfeicoamento do
manejo na pds-colheita, para uma maior valorizagdo do produto e melhoria da qualidade tanto
para nivel nacional como para o crescente mercado da exportagdo, e também para vencer varios
problemas que afetam essa cultura, principalmente os fitossanitarios (TRINDADE et al., 2013;

SANTOS, 2013).
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1.2.3 Doencas que afetam a cultura do mamao

Os problemas fitossanitarios diminuem a qualidade do fruto, encurtam o prazo de
consumo e afetam negativamente a produtividade. Tém importancia econdmica as doencgas
causadas por virus, fungos, nematoides e bactérias, ou seja, todos os grupos de fitopatdgenos
acometem a cultura (HINE et al., 1965; PONTE, 1996).

Especificamente em relacao as doencas flingicas que afetam a cultura, pode-se destacar
as que causam podridao de raizes e dos frutos causada pelo oomiceto Phytophthora palmivora
(Butl.) Butl., (TAVARES et al., 2009), que em epdcas chuvosas foi responsavel pela perda de
40% a 60% do total de plantas mortas nas propriedades produtoras de mamao no estado do
Maranhio (SILVA, 2001). O sintoma de tombamento de mudas, é causado por microrganismos
habitantes do solo, tais como o oomiceto Phytium sp. e os fungos Rhizoctonia solani e Fusarium
sp. (OLIVEIRA et al., 2000). E ainda, atacando a parte aérea da planta, pode-se citar a pinta-
preta ou variola e a mancha-de-ascoquita que possui como agente causal Asperisporium caricae
(Speg.) Maubl. e Ascochyta carica-papayae (Tarr.), respectivamente (ALVAREZ &
NISHIJIMA, 1987).

Na pés-colheita (Figura 1), muitas doencas sao de importancia econdmica e, dentre elas
se destacam como as principais doencgas flingicas: a antracnose, a mancha-chocolate, a podriddao
de Phomopsis, podridao de Alternaria, a podridao de Fusarium e a podriddo de Rhizopus

(ALVAREZ; NISHIJIMA, 1987).
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Figura 1: PirAmide da doenga na pés-colheita em frutos. Baseia-se na interagdo de quatro elementos:
(1) Fungo patogénico, (2) Hospedeiro suscetivel, (3) amadurecimento ou senescéncia e (4) Ambiente
favoravel. Adaptado de Alkan & Fortes (2015).

Fungo patogénico

Ambiente favorivel Hospedeiro suscetivel

Amadurecimento
ou senescéncia

Fonte: DIAS, (2018).

A esquematizagdo cldssica do tridngulo da doenga, que representa os fatores envolvidos
para que ocorra o estabelecimento da doenca de planta: um patégeno virulento, um hospedeiro
suscetivel e um ambiente com condi¢cdes favordveis, ganha uma nova adaptagdo para o
estabelecimento da doenga na pds-colheita, o processo de amadurecimento (Figura 1) € incluido
e pode permitir ou ndo o estabelecimento da doenca, isso ocorre por que durante o
amadurecimento e senescéncia, o fruto se torna mais suscetivel devido aos processos
fisioldgicos que ocorrem. Mas, 0 manejo na pds-colheita pode contribuir para a uma boa
resposta desse fruto (ALKAN; FORTES, 2015).

A antracnose, causada por fungos do género Colletotrichum spp., se destaca como a
doenca de etiologia fingica mais importante para a cultura (PERES, 2002). Espécies deste
género, sdo comumente conhecidas em vdrias partes no mundo por serem causadoras de
doencas em diversas frutas (PHOULIVONG et al., 2010; BONETT et al., 2012).

A espécie C. gloeosporioides, é a forma anamorfica do fungo Glomerella cingulata
(Ston) Spaul & Schr., e infecta mais de 1.000 espécies de culturas, sendo responsdvel por
grandes perdas da produtividade que acarretam em sérias consequéncias para o

desenvolvimento econdmico e social (PHOULIVONG et al., 2010).
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1.2.4 Antracnose

Comumente a antracnose € causada por mais de uma espécie em um mesmo hospedeiro,
esse complexo de espécies causando a doenca dificulta ainda mais o manejo, devido as reagdes
distintas desses patogenos as formas de controle. Desse modo, é fundamental conhecer as
espécies envolvidas em causar a doenca em cada cultura, por meio da identificacdo molecular
do patégeno (TOZZE JUNIOR et al., 2015).

Atualmente, pelo menos duas espécies do género Colletotrichum foram descritas como
responsavels por causar antracnose no mamoeiro, Colletotrichum plurivorum (SUN et al.,
2019), Colletotrichum gloeosporioides (ALVAREZ; NISHIJIMA, 1987; FONSECA et al.,
2004; ANDRADE; VIEIRA, 2016; DANTAS et al., 2018). Esses dados podem aumentar com
0 avancgo das pesquisas.

Colletotrichum gloeosporioides é o agente causal da antracnose, e de outras doengas
denominadas podriddo-peduncular e mancha-chocolate. A antracnose se desenvolve em frutos
refrigerados ou nao, tornando-os invidveis para consumo, o fungo mantém sua fonte de in6culo
através dos restos culturais, principalmente através das folhas. Este possui ainda, a capacidade
de penetracdo tanto através de tecidos sem lesdo como através de danos mecanicos ou ainda por
insetos vetores (BARBOZA et al., 2013).

A manifestacdo dos sintomas ocorre durante o amadurecimento do fruto e até que
chegue esse momento, o fungo permanece latente. No fruto imaturo, o conidio do patégeno
ap6s aderir a superficie epidérmica, germina formando o apressorio, esta estrutura possui
capacidade de penetrar a cuticula do fruto por meio de atividades enzimaticas extracelulares,
apos esse processo € formado uma estrutura dendritica que deposita as estruturas fingicas (hifas
modificadas) nas células epidérmicas e permanecem em estado de laténcia. Quando o fruto
comeca o processo de maturacao, o fungo reconhece as mudangas fisioldgicas da parece celular
e da cuticula, por meio de sinais moleculares e passa do estado biotréfico para necrotréfico, em
que destrdi as células epidérmicas as quais originalmente parasitou e passa a colonizar as areas
de tecidos adjacentes, consequentemente, manifestando os sintomas. Ao penetrar por meio de
lesdes nos frutos verdes este fungo ndo passa pelo estado biotréfico. (PRUSKY et al., 2013;
ALKAN; FORTES, 2015).

O etileno, o acido jasmonico e o dcido salicilico estdo entre os hormonios que promovem
o processo natural de amadurecimento nos frutos. Os frutos durante essa fase passam por
alteracdes na parede celular, acimulo de agtcares, diminui¢do das respostas induziveis de

defesa e da quantidade de fitoalexinas, alteracdo do pH, dentre outros (PRUSKY, 1996).
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Em frutos imaturos de tomate, a resposta ao parasitismo biotréfico de C.
gloeosporioides ocorreu principalmente através da biossintese do dcido jasmonico e etileno. De
modo semelhante, no estdgio necrotréfico, em frutos maduros o 4cido jasmdnico aumentou a
tolerancia a Colletotrichum sp., e a baixa sinaliza¢do do 4cido salicilico, tornou esses frutos
menos suscetiveis ao ataque necrotréfico do fungo C. gloeosporioides, a baixa expressao do
acido salicilico evita a supressao de defesa do dcido jasmonico. Esta reagdo depende da NADPH
oxidase que € desencadeada a partir da amonia secretada pelo fungo (ALKAN et al., 2014).

O etileno, principalmente em frutos climatérios, possui papel duplo, durante a fase
imatura do fruto estd relacionado a resisténcia, porém estd envolvido no processo natural de
amadurecimento que aumenta a suscetibilidade dos frutos, uma vez que o patdogeno sai da fase
latente através das alteracdes fisioldgicas decorrentes do amadurecimento e ainda possui a
capacidade de induzir a biossintese desse hormonio. O que ird determinar o fator suscetivel ou
resistente para esse hormonio serd a quantidade minima e médxima para cada patossistema
(ALKAN et al., 2014).

O fungo Colletotrichum spp. forma acérvulos subepidérmicos com setas escuras,
conididforos cilindricos com conidios hialinos, sua forma perfeita Glomerella cingulata difere
com relacdo as suas estruturas e reproducdo, que € sexuada, pois esta forma possui peritécios
marrons, isolados ou em grupos, incrustados em estroma preto, sem parafises. As ascas contém
no seu interior oito ascorporos, hialinos, unicelulares, cilindricos e dispostos em tamanho
crescente (OLIVEIRA et al., 2000).

Os sintomas da antracnose, doenga causada por Colletotrichum spp., caracterizam-se
por apresentar lesOes nas cascas dos frutos, de cor escura em formato arredondado, que podem
chegar até¢ 5 cm de didmetro. Ao redor da mancha, ocorre a formagao de um halo de aspecto
aquoso, essas manchas se espalham podendo chegar até a polpa do fruto, caracterizando a
podridao-mole, a frutificacdo do fungo concentra-se na parte central da lesdo com uma
coloragdo rosea alaranjada (OLIVEIRA et al., 2000; BARBOZA et al., 2013).

De acordo com a literatura, para o controle da antracnose as medidas devem ser
manejadas ainda no campo, dentre elas estdo o uso de fungicidas, o controle hidrotérmico
combinado com o quimico e aplicac¢do de ceras garantem um maior tempo de prateleira para os

frutos (OLIVEIRA et al., 2000; VENTURA et al., 2003).
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1.2.5 Controle quimico

As grandes culturas no Brasil dependem, do controle quimico para garantir alimentacio
e rendimentos. Os fungicidas contribuem para a qualidade dos vegetais e durabilidade na fase
da pds-colheita. Existe uma preocupacao em reduzir os impactos na satide ambiental e humana
resultantes do uso indevido dos agrotéxicos. Para a utilizagdo correta desses produtos no
controle de doencas de plantas é necessario conhecer o patégeno, os fatores ambientais
envolvidos, o custo/beneficio e a forma de manuseio. O uso racional beneficia os principios de
controle como a: exclusdo, erradicagdo, terapia e protecdo contra patégenos. Porém o uso
indiscriminado culmina no surgimento de microrganismos resistentes, causando graves

desequilibrios ambientais, que na maioria dos casos ndo possui solucao (ZAMBOLIM, 2014).

1.2.6 Controle cultural

O controle cultural que consiste na manipulagdo de técnicas de manejo afim de melhorar
as condig¢des para o hospedeiro e desfavorecer maneiras de sobrevivéncia do patégeno e tem
como medidas a rotacdo de cultura, uso de insumos livres de contaminagdo (sementes, adubo,
mudas dentre outros), eliminacdo de plantas doentes, eliminacdo de restos culturais, de
hospedeiros alternativos, melhoria da qualidade do solo por meio da introdu¢do de matéria
organica, densidade e dentre outros (BEDENDO et al., 2018).

Para isso € necessdrio conhecer a biologia do patégeno, a planta hospedeira e o ambiente
favoravel para que a infeccdo ocorra. Essa forma de controle geralmente é preventiva ou se
aplica quando a doenca ja estd estabelecida visando controlar reduzindo a fonte de indculo
inicial. O controle cultural também melhora a eficiéncia de outras formas de controle (SILVA;

ZAMBOLIM, 2014).

1.2.7 Controle fisico

O controle fisico esta associado a utiliza¢dao de recursos fisicos no controle, e entre os
mais utilizados estd a refrigeracdo, tratamento térmico, solariza¢do do solo, manipulacdo de
comprimentos de onda, uso de atmosfera controlada, radiacdo ultravioleta e ionizante
(BEDENDO et al., 2018).

Esse método de controle atua diretamente no patogeno, evitando a propagacdo do
in6culo por meio de partes da planta ou até mesmo pela remogdo destas partes através podas
terapias mecanicas e cirurgia em plantas desenvolvidas. E também atua sobre a fisiologia do
hospedeiro como por exemplo, na pds-colheita, pode manter maior resisténcia do fruto ao

retardar o seu processo de maturagdo. Como exemplo, os frutos do mamoeiro devem ser secos,
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retirado-lhes o pedinculo, posionados para baixo e embrulhados com papel de seda, estes
procedimentos inibem a infec¢do por Colletotrichum gloeosporioides (ZAMBOLIM & JESUS
JUNIOR, 2014).

1.2.8 Produtos alternativos como controle natural de doencas

Devido a preocupagdo cada vez mais crescente, com a qualidade alimentar, com os
residuos quimicos que contribuem para a poluicdo ambiental e ainda com a resisténcia adquirida
pelos fitopatégenos devido ao uso insistente de agrotoxicos, os estudos com produtos
alternativos em substitui¢do aos produtos quimicos tradicionais tém se tornado uma excelente
estratégia para a diminui¢ao desses poluentes (BARBOZA et al., 2013).

E ainda, devemos considerar o oneroso custo do controle quimico que, na maioria dos
casos beneficia somente os grandes produtores, o que gera, consequentemente, uma cadeia
desigual de propriedades acumuladas, que mantém o uso do controle quimico como prioridade
por ser um manejo que prover lucros imediatistas. Porém, o controle integrado aos poucos
conquista o seu espaco com a proposta de retomar o grau ecoldgico de sustentabilidade,
considerando que, o processo de resiliéncia natural necessita que todas as esferas estejam em
harmonia (BERGAMIN FILHO; AMORIM, 2018).

A utilizacdo de produtos alternativos teve inicio hé séculos, de modo caseiro, e devido
ao menor impacto ambiental e a saide humana se tornou necessdrio retomar, comprovar e
difundir esses saberes por meio da ci€ncia. Desse modo, a investigacdao de meios alternativos
estd sendo cada vez mais valorizada, com o intuito de aprimorar técnicas e ampliar as espécies
estudadas em todas as dreas do conhecimento, visando o controle de pragas e doencas
(CHOWDHURY; RAHIM, 2009; BONETT et al., 2012).

Existem varios métodos naturais de combate ao ataque de microrganismos. Entre eles
podemos citar: o uso de 6leo essencial e extrato etanolico com atividades fungitdxicas sobre o
fungo Colletotrichum gloeosporioides isolados de frutos de mamoeiro (BONETT et al., 2012),
6leo de Mentha arvensis controlando Colletotrichum musae (SOUZA et al., 2018), 6leo de soja
controlando antracnose em mangas na pds-colheita JUNQUEIRA et al., 2004), argila silicatada
e o extrato da alga Ulva fasciata com potencial para o controle da alternariose da cebolinha
(ARAUJO et al., 2012), Calda Bordalesa controlando Asperisporium caricae (pinta-preta) do
mamoeiro (SANTOS et al., 2017), Quitosana demonstrando propriedades antifungicas contra
Colletotrichum lindemuthianum e induzindo resisténcia no feijoeiro (DI PIERO; GARDA,

2008). Saccharomyces cerevisiae e Bacillus thuringiensis reduzindo a incidéncia da antracnose
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em frutos de mamao e 4cido acético, acido salicilico e quitosana inibindo o crescimento micelial

e a germinacao de Colletotrichum gloeosporioides (CIA, 2005).

1.2.9 Inducao de resisténcia e suas aplicabilidades na pés-colheita

O controle biolégico ocorre através de outros organismos (exceto o homem) e tem acao
por meio da antibiose, competi¢ao, parasitismo, premunizacao e indu¢do de mecanismos de
resisténcia, este ultimo pode ser estimulado por fatores bidticos e abidticos (BEDENDO et al.,
2011).

Induzir resisténcia em plantas implica no estimulo a fatores existentes no organismo
vegetal em provocar reagdes de defesa, usando como indutor um fator externo (PASCHOLATI,
DALIO, 2018).

Resisténcia vegetal consiste na capacidade que a planta possui de inibir, retardar ou
evitar o parasitismo do patogeno (PARLEVLIET, 1997). A resisténcia nas plantas pode ser
inata e/ou estimulada por fatores ambientais e expressa por meio da anatomia, fisiologia e
bioquimica (ZAMBOLIM et al., 2014).

Na poés-colheita, a indugdo de resisténcia (Figura 2) nos vegetais, também pode ser
promovida por meio de agentes bidticos e abidticos, esta tecnologia possui grande potencial

para inibi¢do de doengas (VENTURA et al., 2003; REZENDE; MATTOS JR, 2018).



31

Figura 2: Tratamento em frutos de mamao tendo como agente indutor o extrato da alga marinha
Ascophyllum nodosum, inoculados com Colletotrichum sp. demostrando perfil dos frutos com
resisténcia induzida ou ndo, em resposta a antracnose. Adaptado de Pascholati (2011).
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Fonte: DIAS, (2018).

As plantas possuem mecanismos de resisténcia classificados como pré-formados,
passivos ou constitutivos. Dentre esses mecanismos podemos citar as barreiras estruturais e
quimicas. E ainda, apds a infec¢do do patdgeno, a planta pode expressar mecanismos pos-
formados, de forma ativa ou induzida. As barreiras estruturais: formacao de lignina, camadas
de cortiga e as bioquimicas como as fitoalexinas e espécies reativas de oxigénio, sdo existentes
no organismo vegetal, mas, com a presenca do patdégeno, estes mecanismos de resisténcia sao
ativados e induzidos a um aumento, a partir dos componentes ja existentes. Essa indugao é
estimulada através de moléculas eliciadoras ou agentes indutores (PASCHOLATTI; DALIO,
2018).

A resisténcia induzida pode surgir apds uma infeccao pelo patégeno ou pode ser ativada

como um tratamento preventivo (HAMMERSCHMIDT, 1999).
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Fatores de estresse bidticos e abidticos provocam uma superproducdo de espécies
reativas de oxigénio (EROs) no organismo vegetal, essa producio ocorre principalmente nos
cloroplastos (processo de fotossintese) e nas mitocondrias (oxigénio consumido na condi¢ao
escura). Dentre as EROs estd o peréxido de hidrogénio (H20»), anidon superéxido (O;™) entre
outros. Esse mecanismo em resposta a condi¢do estressante pode, por exemplo, interferir na
patogenicidade de fitopatdgenos mas também pode, destruir as células vegetais e causar a morte
da planta. Porém, essa explosao oxidativa ativa mecanismos que induzem genes de defesa, e
realizam o processo de limpeza através de reacdes antioxidantes que agem nesse estresse
oxidativo, fisiologicamente por meio da atividade bioquimica de enzimas como a peroxidase,
catalase, polifenoloxidase, superoxido dismutase (SOARES; MACHADO, 2007; BARBOSA
et al., 2014; NASCIMENTO; BARRIGOSSI, 2014; PASCHOLATTI; DALIO, 2018).

As enzimas antioxidantes catalisam as rea¢des bioquimicas presentes no organismo que
ocorrem nos mais variados compartimentos celulares e decompdem as EROs. A catalase (CAT)
é encontrada nos peroxissomos, glioxissomos e mitocondrias. E responsavel por eliminar H>O»,
convertendo o peroxido de hidrogénio em dgua (H20) e oxigénio molecular (O2). O metanol, o
etanol, o formaldeido e o 4cido férmico sdo isoformas da CAT dismutam o H>O; e outros
substratos. Esta enzima € particularmente conhecida pela sua eficiéncia na dismutacdo em
processos com alto indices de explosdo oxidativa, operando sem agente redutor (BARBOSA et
al., 2014; PASCHOLATT; DALIO, 2018).

A peroxidase (POX) possui muitas isoformas, encontram-se principalmente na parede
celular e no vacuolo, a sua atividade indica que houve estresse bioquimico. Esta enzima utiliza
compostos fendlicos como doadores de elétrons e oxidam H>O; gerando dgua como produto,
para que a reagdo catalitica ocorra faz-se necessério a utilizagdo de cofatores redox como grupos
prostéticos com um fon metalico (LOCATO et al., 2010; BARBOSA et al., 2014).

A POX além de participar do processo de defesa contra fitopatdgenos, também atuam
em outros processos no organismo vegetal como a lignificacdo, a suberizacio, construgcdo de
componentes da parede celular, catabolismo de auxinas, senescéncia e protecdo contra insetos.
As peroxidases sdo classificadas de acordo com suas estruturas e atividades cataliticas, estudos
comprovam que as das POX de Classe III sdo as mais importantes nas respostas de defesa
envolvendo fatores bidticos (WAR et al., 2012).

A polifenoloxidase (POL) sdo metaloenzimas responsaveis pela catdlise da reagdo de
monofendis e o-difendis transformando-os em quinonas, esses produtos possuem elevada agdao
contra microrganismos. Contudo, expressa-se como uma enzima de suma importancia na defesa

de plantas contra patégenos. E ainda, atuam contra estresses resultantes de fatores abidticos e
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como inibidores da alimentacao e desenvolvimento de insetos-praga, promovidos pelo bloqueio
de aminoacidos essenciais e efeito toxico (WAR et al., 2012).

Como parte deste sistema de defesa antioxidante, existem os componentes nao
enzimaticos como os carotenoides, que sdo moléculas ou metabdlitos antioxidantes ocorrentes
nos cloroplastos, mitocondrias e peroxissomos, e também compdem o sistema de defesa vegetal
antioxidante contra estresses bidticos e abidticos, capazes de neutralizar os EROs, inibindo a
formagdo de radicais livres, sequestrando-os ou degradando-os afim de evitar a degradacao das
células vegetais (DAVAR et al., 2013; BARBOSA et al., 2014). Age também na detoxificacao
de Oxigénio singleto (10,), participam na transferéncia de energia para os centros das reagdes
e também dissipam energia do estresse fotoxidativo (RESENDE, 2003).

Virios produtos naturais podem ser usados como indutores de resisténcia. Dentre as
matérias prima para a extragao desses produtos podemos destacar as algas marinhas, da qual se
faz o uso como fertilizantes e bioestimulantes hé véarias décadas, o que potencializa a prote¢ao

de diversas plantas utilizadas na agricultura (SANGHA et al., 2014).

1.3.0 Extrato da alga marinha Ascophyllum nodosum

Bioestimulantes sdo uma mistura de aminoacidos, vitaminas, sais minerais € outras
moléculas de amplo uso na agricultura, reconhecidos pela capacidade de melhorar o
desenvolvimento das plantas (CARVALHO; CAMARGQO, 2014). O uso desses compostos tem
conquistado sua importancia na agricultura devido a necessidade de produtos fitossanitarios
naturais em substitui¢do ao uso de pesticidas e herbicidas, que tanto geram residuos que
contribuem para a polui¢ao ambiental. Desse modo, os estudos que comprovem a utilizagdo das
algas marinhas para este fim, sdo uma alternativa importante para as problemdticas atuais
(SILVA et al., 2016).

No grupo das algas marrons (Phaeophytas) destaca-se a espécie Ascophyllum nodosum
(L.) Le Jol., encontrada no Hemisfério norte do Oceano Atlantico, especificamente na regiao
do Canad4, nos mares Articos e no norte da Europa (COLAPIETRA; ALEXANDER, 2006;
UGARTE et al., 2006; RODRIGUES, 2008).

Segundo Rodrigues (2008), essa alga sobrevive em condi¢des adversas como
temperatura alta, condi¢cdes de alta salinidade em alta maré, e alta exposi¢do ao sol na maré
baixa, desse modo esta espécie pode ter adquirido caracteristicas de resisténcia a nivel

bioquimico, por isso apresenta efeito semelhante as hormonios vegetais, sendo considerada um
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aditivo a fertilizantes pelo MAPA, com efeito semelhante aos aminodcidos e notadamente

bioestimulantes (Tabela 1).

Tabela 1: Uso da alga marinha A. nodosum na agricultura como bioestimulante.

Cultura/espécie

botanica

Forma de aplicacao

Referéncia (Autor/ano)

Alface e Couve Flor

Extrato

Abetz; Young. (1983).

Uvas de mesa

Suspengdo concentrada

Colapietra; Alexander,
(2006).

Arabidopsis thaliana

P6 soluvel e
concentrado liquido

Rayorath et al. (2008).

Kappaphycus alvarezii Extrato Loureiro et al. (2010).
Espinafre (Spinacia Extrato Fan et al. (2014).
oleracea)
Arabidopsis thaliana Extrato Nair et al. (2012).
Pinheiro Extrato MacDonald et al. (2012).
Alfafa Extrato Khan et al. (2012).
Arabidopsis thaliana Extrato Wally et al. (2013).
Repolho Extrato Lola-Luz et al. (2013).
Videiras Extrato Albuquerque et al. (2014).
Cajueiro Extrato Garcia et al. (2014).
Tomateiro Extrato Ali et al. (2015).
Espinafre Extrato Xu; Leskovar, (2015).
Soja Extrato Martynenko et al. (2016).
Milho Extrato Ertani et al. (2018).
Manga Extrato Melo et al. (2018).
Tomateiro Extrato Goiii et al. (2018).
Tomateiro Extrato Stasio et al. (2018).
Uva (fruto) Extrato Frioni et al. (2018).

Fonte: DIAS, (2018).

Por isso € bastante utilizada ha séculos em estudos pelo reconhecido aumento da

qualidade dos processos fisioldgicos, através da complementacao de hormdnios de crescimento

(auxinas, giberelinas, citocininas, dcido abscisico), aminodcidos (alanina, dcido aspdrtico e
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glutdmico, glicina, isoleucina, leucina, lisina, prolina, tirosina, triptofano e valina), nutrientes
importantes (N, P, K, Ca, Mg, S, B, Fe, Mn, Cu e Zn), inducdo de resisténcia, promog¢do da
melhoria da qualidade dos frutos e crescimentos das plantas (CRAIGIE, 2010).

Esses estudos tém comprovado a eficiéncia dos extratos de A. nodosum como
bioestimulante (Tabela 1), os estudos de Colapietra e Alexander (2006); Albuquerque et al.,
(2014), mostraram que o extrato dessa alga melhorou o rendimento e qualidade de uvas. Khan
et al., (2012), demonstrou crescimento das plantas de alfafa induzido pelo mesmo extrato.
Ocorreu um aumento do desempenho agrondmico em porta-exertos de araticum-do-brejo, com
o mesmo extrato (SILVA et al., 2016). Fan et al., (2011) usou o mesmo extrato na pré-colheita
de espinafre e observou uma melhora no armazenamento e qualidade na pds-colheita.

Carvalho (2013), conclui que o vigor das sementes de feijao (Phaseolus vulgaris L.)
melhorou apds a imergir neste extrato, isso foi observado pelo nimero de plantas estabelecida
no campo e pela reducdo do tempo de emergéncia.

Envolvendo patossistemas (Tabela 2), os trabalhos de Jayaraman et al. (2011) conclui
que os extratos de algas marinhas melhoram a resisténcia de pepino contra Didymella
applanata, Fusarium oxysporum e Botrytis cinérea, provavelmente pela inducdo de genes de
defesa ou enzimas, estes autores afirmam que o extrato de algas marinhas contribui para um
maior nivel de resisténcia, além de promover o crescimento das plantas, e ainda sugerem que
outros pesquisadores desenvolvam os estudos em diferentes condi¢des, locais e patossistemas.

E ainda, Subramanian et al. (2011) relataram, em seus estudos, que o extrato de A.
nodosum induziu por meio de elicidadores a resisténcia de Arabidopsis thaliana contra
Pseudomonas Syringae pv. e Sclerotinia sclerotiorum. Ribeiro et al., (2016) observaram em
seus resultados que o extrato da alga A. nodosum apresentou capacidade de diminuir a
agressividade da antracnose em frutos de mamao em pds-colheita.

Esses trabalhos sugerem que os extratos de A. nodosum contribuem para o
desenvolvimento de varios processos fisioldgicos, bioquimicos e genéticos, de forma direta ou
indireta, tornando possivel as respostas do organismo vegetal. Evidenciando que os compostos
bioativos presente no extrato dessa alga tanto favorecem o desenvolvimento da planta quanto
induz a resisténcia contra os estresses bidticos e abioticos (KHAN et al., 2009).

Cosoveanu et al. (2010) enfatizam que seu trabalho € pioneiro para a republica da
Roménia, embasando a inibicdo da atividade antifingica de patégenos transmitidos pela

semente a partir de extratos de algas na pré e pds-colheita.
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Tabela 2: Uso da alga marinha A. nodosum em patossistemas/fitopatégeno.

Cultura/espécie

botanica

Agente etiolégico causador de

doencas em plantas

Referéncia (Autor/ano)

Videira (planta)

Plasmopara viticola

Lizzi et al. (1998).

Pimentao (planta)

Phytophtora capsici

Lizzi et al. (1998).

Cenoura (planta)

Alternaria radicina e Botrytis

cinerea

Jayaraj et al. (2008).

Arabidopsis thaliana

Pseudomonas Syringae pv. e

Sclerotinia sclerotiorum

Subramanian et al. (2011).

Pepino

Alternaria cucumerinum,

Jayaraman et al. (2011).

Didymella applanata, Fusarium

oxysporum e Botrytis cinerea

Bioautografia direta e Colletotrichum lagenarium e Peres et al. (2012).

difusdo em disco da

cultura fuingica

Aspergillus flavus

Pimenta

Colletotrichum gloeosporioides

Gomes; Serra, (2013).

Frutos de caroco*

Monilinia fructicola

Oliari et al. (2014).

Pepino (fruto)

Phytophthora melonis

Abkhoo; Sabbagh, (2015).

Tomate (fruto)

Alternaria solani e

Ali et al. (2016).

Xanthomonas campestres pv

vesicatoria

Tomate (fruto) Fusarium oxysporum f. sp. Panjehkeh; Abkhoo, (2016).

radicis-lycopersici

Ribeiro et al. (2016).
Melo, (2017).

Mamao (fruto) Colletotrichum gloespoirioides

Manga (fruto) Colletotrichum gloespoirioides

*Isolado obtido de cultura pura monospdrica de laboratério.

Fonte: DIAS, (2018).

Diante do exposto, é fundamental que mais pesquisas através de resultados, possam
melhor esclarecer os processos envolvidos e definir as dosagens para uso do extrato nas mais
variadas culturas, considerando as peculiaridades de cada espécie vegetal e 0s seus mecanismos

de reacdao (RODRIGUES, 2008).
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Entretanto, poucos trabalhos estdo voltados para a inducdo de resisténcia utilizando o
extrato de A. nodosum na pés-colheita, com base no levantamento da literatura, realizado até o
presente momento, nenhum trabalho estudou de modo mais detalhado e aprofundado os amplos

aspectos dos efeitos desse extrato em frutos de mamao na pds-colheita.
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CAPITULO I

Morfofisiologia de Colletotrichum sp. isolado do mamao sob a acido do extrato da alga

marinha Ascophyllum nodosum

Artigo escrito de acordo com as normas da revista “European Journal of Plant Pathology”
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Resumo

A antracnose causada por fungos do género Colletotrichum, € responsavel por grandes perdas
de produtividade na pds-colheita para a cultura do mamao. Ascophyllum nodosum possui
propriedades capazes de interferir em fitopatossistemas. Com isso, o objetivo desse estudo foi
avaliar o efeito do extrato da alga marinha A. nodosum sobre a morfofisiologia do
Colletotrichum spp. Os isolados para a execugdo dos testes foram obtidos a partir de frutos
sintomaticos coletados em feiras da Ilha de Sdao Luis, MA. Foi verificado o efeito direto do
extrato sobre o fungo, em testes in vitro, para avaliagdo do efeito fungistatico do produto. O
extrato de A. nodosum, nos testes in vitro, nao inibiu o crescimento micelial do fungo. Porém
as maiores doses usadas influenciaram negativamente a esporulacio e germinag¢do do patogeno.
Estes dados demonstraram que o produto tem potencial para controle de Colletotrichum sp. No
entanto, mais pesquisas a cerca da influéncia desse extrato sobre a fisiologia do microrganismo

devem ser elucidados.

Key words: Carica papaya * Controle alternativo * Phaeophytas - Antracnose
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Abstract

The anthracnose caused by fungi of the genus Colletotrichum, is responsible for large losses of
post-harvest productivity for the papaya crop. Ascophyllum nodosum has properties capable of
interfering with phytopathological systems. Therefore, the objective of this study was to
evaluate the effect of the extract of the seaweed A. nodosum on the morphology of
Colletotrichum spp. The isolates for the tests were obtained from symptomatic fruits collected
at fairs on the island of Sao Luis, MA. The direct effect of the extract on the fungus was verified,
in vitro tests, to evaluate the fungistatic effect of the product. The extract of A. nodosum, in the
in vitro tests, did not inhibit fungal mycelial growth. But the higher doses used negatively
influenced sporulation and germination of the pathogen. These data demonstrated that the
product has potential for control of Colletotrichum spp. However, further research into the

influence of this extract on the physiology of the microorganism should be elucidated.

Key words: Carica papaya * Alternative control - Phaeophytas - Anthracnose
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Introducao

A antracnose causada por fungos do género Colletotrichum, ¢ uma das mais importantes
doencas na pés-colheita para a cultura do mamao (Alvarez e Nishijima, 1987; Peres, 2002),
pois é responsdvel por encurtar o tempo de prateleira dos frutos e aceitagdo pelos consumidores
causando perdas significativas da produtividade prejudicando o desenvolvimento econdmico e

social (Phoulivong et al. 2010).

O fruto do mamoeiro estd entre as principais frutas consumidas e exportada pelo Brasil.
E produzida principalmente pela regido nordeste do pais, que garante a comercializacio de
449,909 mil toneladas do fruto, o que mantém o pais em destaque no ranking mundial na

producdo do mamao (Kist et al. 2018).

Os sintomas da antracnose, doenca causada por Colletotrichum sp., caracterizam-se por
apresentar lesdes nas cascas dos frutos, de cor escura em formato arredondado, que podem
chegar até 5 cm de diametro. Ao redor da mancha, ocorre a forma¢do de um halo de aspecto
aquoso, essas manchas se espalham podendo chegar até a polpa do fruto, caracterizando a
podridao-mole, a frutificagdo do fungo concentra-se na parte central da lesdo com uma

coloragdo résea alaranjada (Oliveira et al. 2000; Barboza et al. 2013).

De acordo com a literatura, para o controle da antracnose estdao o uso de fungicidas, o
controle hidrotérmico combinado com o quimico e aplicacio de ceras preservando os frutos por

maior tempo dos ataques de microrganismos (Oliveira et al. 2000; Ventura, 2003).

O uso de produtos naturais na fitopatologia ressurge com uma alternativa promissora
com o intuito de mitigar os danos provocados pelo uso indiscriminado de agrotxicos (Barboza
et al. 2013). Desse modo, a investigagdo de meios alternativos estd sendo cada vez mais
valorizada, com o intuito de aprimorar técnicas e ampliar as espécies estudadas em todas as
areas do conhecimento, visando o controle de pragas e doencas (Chowdhury e Rahim 2009;

Bonett et al. 2012).

O grupo das algas marrons possuem aminodcidos, vitaminas, sais minerais e outras
moléculas de amplo uso na agricultura pela capacidade de interferir no desenvolvimento das
plantas (Carvalho e Castro 2014). A alga marinha Ascophyllum nodosum é uma representante
desse grupo, com propriedades bioestimulantes reconhecidamente em Alface e Couve Flor
(Abetz e Young, 1983), Uvas de mesa (Colapietra e Alexander 2006), Pinheiro (MacDonald et
al. 2012), Espinafre (Xu e Leskovar, 2015) e Tomateiro (Stasio et al. 2018).
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112 Pesquisas envolvidas em atestar o potencial do extrato de A. nodosum em diversos

113 patossistemas sdo crescentes (Tabela 1).

114  Tabela 1: Uso da alga marinha A. nodosum em patossistemas/fitopatégeno.

Cultura/espécie Agente etioldgico causador de Referéncia (Autor/ano)
botanica doencas em plantas
Videira (planta) Plasmopara viticola Lizzi et al. (1998).

Pimentao (planta)

Phytophtora capsici

Lizzi et al. (1998).

Cenoura (planta)

Alternaria radicina e Botrytis

cinerea

Jayaraj et al. (2008).

Arabidopsis thaliana

Pseudomonas Syringae pv. e

Sclerotinia sclerotiorum

Subramanian et al. (2011).

Pepino

Alternaria cucumerinum,
Didymella applanata, Fusarium

oxysporum e Botrytis cinerea

Jayaraman; Norrie e Punja

(2011).

Bioautografia direta e
difusdo em disco da

cultura fungica

Colletotrichum lagenarium e

Aspergillus flavus

Peres et al. (2012).

Pimenta Colletotrichum gloeosporioides Gomes e Serra (2013).
Frutos de caroco* Monilinia fructicola Oliari et al. (2014).
Pepino (fruto) Phytophthora melonis Abkhoo e Sabbagh (2015).

Tomate (fruto)

Alternaria solani e
Xanthomonas campestres pv

vesicatoria

Ali et al. (2016).

Tomate (fruto)

Fusarium oxysporum f. sp.

radicis-lycopersici

Panjehkeh e Abkhoo,
(2016).

Mamao (fruto)

Colletotrichum gloespoirioides

Ribeiro et al. (2016).

Manga (fruto)

Colletotrichum gloespoirioides

Melo, (2017).

115  *Isolado obtido de cultura pura monospdrica de laboratorio.

116  Fonte: DIAS, (2018).

117 Esses trabalhos sugerem que os extratos de A. nodosum contribuem para o

118  desenvolvimento de vdrios processos fisioldgicos, bioquimicos e genéticos, de forma direta ou

119  indireta, tornando possivel as respostas do organismo vegetal. Evidenciando que os compostos
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bioativos presente no extrato dessa alga tanto favorecem o desenvolvimento da planta quanto

induz a resisténcia contra os estresses bidticos e abidticos (Khan et al. 2009).

Diante do exposto, o objetivo desse estudo foi avaliar o efeito fungistatico do extrato da
alga marinha Ascophyllum nodosum sobre o agente etioldgico da antracnose em mamaoes in

vitro e in vivo na pos-colheita.

Material e métodos
Obtencao do isolado e do produto comercial

O patégeno para a execucdo dos testes foi isolado a partir de frutos de mamdes
sintomaticos obtidos em feiras da Ilha de Sao Luis, MA. Estes frutos foram levados ao
Laboratorio de Fitopatologia da Universidade Estadual do Maranhdo, UEMA, Sdo Luis — MA,
submetidos ao processo de higienizacao, isolamento e repicagem para obtengdo de cultura pura.
Frutos sadios foram inoculados e, apds aparecimento de sintomas e sinais do patégeno, um

novo isolamento foi feito, concluindo o Postulado de Koch.

O extrato da alga Ascophyllum nodosum foi obtido comercialmente, possui como
matéria prima além da espécie algal, o 4cido citrico como estabilizante e hidréxido de potéssio.

O potencial hidrogenidnico (pH) é 8, com 6% de carbono organico total.

Avaliacoes in vitro do efeito do produto avaliado sobre o patégeno

Os isolados do fungo Colletotrichum sp., obtidos conforme supracitado, foram
repicados para placas de Petri contendo meio de cultivo BDA (batata-dextrose-dgar), com as
diferentes concentracdes do produto (0,0; 0,1; 0,3; 0,5 e 1,0%). Sendo a dose 0 (zero), o controle
negativo.

Ap6s preparadas, as placas foram incubadas em camara tipo BOD, a 25°C, fotoperiodo
de 12 h, e medidas diariamente, em sentidos diametralmente opostos, com o auxilio de um
paquimetro. O final do experimento se deu quando em uma das parcelas o fungo alcangou o
bordo da placa, e logo apds foi determinado o crescimento micelial diametral total, em cm, a

taxa de crescimento diario do fungo, em cm/h, e o efeito dos tratamentos sobre a esporulacao.

Esporulacao do patégeno

Este parametro foi avaliado apds o término da avaliacdo de crescimento in vitro das
placas tratadas conforme descrito anteriormente, a suspencdo foi obtida por placa

individualmente, em 20 ml de 4gua destilada e autoclavada, onde as estruturas do patégeno
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foram raspadas com o auxilio de uma al¢a de Drigalski, filtrada em gaze estéril e padronizada
em todos os tratamentos para a propor¢io de conidios mL™! x 10*. A contagem do niimero de

conidios foi realizada com auxilio de um hemacitdmetro tipo Neubauer.

Germinacao e adesao do conidio

Para avaliar o efeito do extrato sobre a germinagdo e capacidade de adesdo do propagulo
infectivo do fungo Colletotrichum sp., um disco de 5 mm de didmetro com estruturas do
patégeno, foi repicado para placas de Petri contendo meio de cultivo BDA (batata-dextrose-
agar) em 5 repeticdes nas diferentes concentracdes do extrato de algas (0,0; 0,1; 0,3; 0,5 e
1,0%). Sendo a dose 0 (zero), o controle negativo. Apds preparadas, as placas foram incubadas
em camara tipo BOD, a 25°C, fotoperiodo de 12 h. O final do experimento se deu sete dias apds
a repicagem, quando houve e esporulagdo e o crescimento atingiu o bordo da placa em uma das
parcelas. Logo apds as placas foram incubadas em camara fria para estacionamento do
desenvolvimento flingico e eliminar a diferenca de temperatura entre os tratamentos.

A suspensdo para andlises da germinagdo e adesdo do isolado testado foi obtida
conforme descrito para esporulagcdo, e o efeito dos tratamentos sobre esses parametros foi
quantificado conforme Melo (2017), onde 20 ml da suspensdo de conidios dos tratamentos
foram ajustadas, individualmente, para a proporcdo mL™"! x 10*e logo em seguida, a suspensdo
ajustada foi vertida em placas de Petri de poliestireno, previamente delimitadas com areas
medindo 1mm? de diAmetro. Essas placas foram incubadas em cAmara do tipo BOD em
temperatura média de 25+2°C e fotoperiodo de 12 h, por 24 h.

Transcorrido esse tempo as placas foram cuidadosamente transportadas para leitura dos
conidios germinados, com auxilio da microscopia de luz, onde procedeu-se com a contagem de
50 conidios em cada uma das 4 dreas (polares), totalizando 200 conidios por parcela
experimental que foram classificados em: (A) conidios germinados, com tubo germinativo
maior do que o comprimento do propigulo; (B) conidios ndo germinados ou com tubo

germinativo menor do que o comprimento do propagulo.

Para a andlise da interferéncia do produto sobre a adesdo, a suspensdo foi obtida
conforme as preparagdes supracitadas, a contagem dos propdgulos se deu em cincos campos
(quatro polares e um central) e os mesmos foram separados quanto ao: (A) nimero de conidios

antes e (B) apds a lavagem das placas, por 5 s, em dgua corrente.
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Analises estatisticas

O teste de crescimento micelial, foi conduzido em delineamento inteiramente
casualizado totalizando cinco tratamentos, em cinco repeticdes. Os testes de esporulagio,
germinacdo e adesdo do Colletotrichum sp., foram conduzidos em delineamento inteiramente
casualizado sendo cinco tratamentos, em quatro repeticoes.

Os dados resultantes dessas andlises foram submetidos a andlise de variancia e as médias
comparadas pelo teste de Tukey considerando o p < 0,05 (Godoy, 2001). E ainda, submetidos

a andlise de regressdo (Toledo e Ovalle 2008).

Resultados e Discussao

Avaliacoes in vitro do efeito do produto avaliado sobre o patégeno

O efeito das doses crescentes do extrato de Ascophyllum nodosum nao interferiram na
diminuicdo do perfil de crescimento micelial total do fungo Colletotrichum sp., o crescimento
foi estimulado, e na dose de 0,5% houve um estimulo ainda maior quando comparada
estatisticamente com a dose 0,3%, existe baixa correlagdo entre essas varidveis indicado pela

andlise de regressdo polinomial, cujo o valor de R?= 0,22 (Fig. 1).

0 y =-0,0057x2 - 0,1297x + 8,442
R?2=0,2208

ab ab a

Crescimento micelial total do fungo em cm

0% 0,1% 0,3% 0,5% 1,0%
Doses do extrato da alga marinha Ascophyllum nodosum

Fig. 1 Médias de crescimento micelial total do fungo Colletotrichum sp. apés sete dias de avaliacdo, em cm,

tratados com diferentes concentragdes (%) do extrato de Ascophyllum nodosum. Médias seguidas pela mesma letra
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ndo diferem estatisticamente entre si (Tukey, p < 0,05). As barras verticais representam o erro padrdo da média e
a equacdo, a andlise de regressdo polinomial. Fonte: Dados originais da pesquisa.

As doses do extrato de A. nodosum nao interferiram no crescimento micelial didrio do
fungo patégeno, visto que o tratamento controle e os demais tratamentos ndo diferiram
estatisticamente, assim como ndo houve diferenca estatistica entre os tratamentos que
receberam concentracdes diferentes do extrato. E ainda, a andlise de regressdo polinomial
expressa baixa correlacdo entre as varidveis independente (doses do extrato) e dependente
(crescimento micelial total do fungo) quando o valor de R? expressa 0,3938 conforme mostra

os resultados na Figura 2.

12 - .
y = -0,0093x2 + 0,0227x + 0,758
R? = 0,3938
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Doses do extrato da alga marinha Ascophyllum nodosum

Fig. 2 Médias dos dois ultimos dias do crescimento micelial do fungo Colletotrichum sp. apds sete dias de
avaliacdo em cm, tratados com diferentes concentragdes (%) do extrato de Ascophyllum nodosum. Médias seguidas
pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si (Tukey, p < 0,05). As barras verticais representam o erro

padrdo da média e a equacdo, a andlise de regressao polinomial. Fonte: Dados originais da pesquisa.

Os resultados estatisticos confirmam o perfil de crescimento visualizado ao final da

andlise in vitro, didaticamente representadas na Figura 6, uma placa foi utilizada para
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representar o comportamento geral das repeticdes dos diferentes tratamentos com extrato da

alga e tratamento controle.

Fig. 3 Crescimento micelial do fungo Colletotrichum sp. submetido a diferentes concentragdes (%) do extrato da

alga marinha Ascophyllum nodosum, ap6s sete dias de avaliacdo “in vitro”. Fonte: DIAS, (2018).

Ao observar o perfil das colonias nos diferentes tratamentos por sete dias, podemos
afirmar que o extrato ndo inibiu o crescimento micelial, discordando de Paiva et al. (2017) que
testou o extrato comercial de A. nodosum nas concentragdes de 0; 5; 10; 20 e 40 mL L'e
observou a inibicdo do crescimento micelial de Rhizopus Stolonifer a partir da dose 0,5%.

Ribeiro et al. (2016) usaram 40 e 60 mL L' de extrato de A. nodosum e observaram uma
inibicdo do crescimento fungico de C. gloeosporioides nos tratamentos que receberam as
dosagens do extrato quando comparados com a testemunha, esses dados discordam dos nossos
resultados, vale ressaltar que a maior dose utilizada em nossas pesquisas foi de 10 mL L' o que
pode explicar os resultados contrastantes para ambas as pesquisas.

Peres et al. (2012) obtiveram o extrato etandlico de A. nodosum a 95% e verificaram
substancias inibidoras do crescimento de Colletotrichum lagenarium. Esses resultados
contrastam com o efeito promotor do crescimento encontrados em nossos resultados, porém,
vale ressaltar que em nossas pesquisas utilizou-se o extrato comercial Acadian®, este produto
possui caracteristicas quimicas diferentes do extrato obtido de forma alcodlica.

Os resultados desta pesquisa sdo justificados pela maior disponibilidade de carbono
organico, dgua e nutrientes minerais disponibilizados pelas doses do extrato introduzido no
meio de cultura ao qual o patégeno se desenvolveu, essas condi¢des proporcionaram Otimas
condi¢des de crescimento para essa cultura flingica (Craigie, 2010; Pascholati e Dalio 2018;
Ertani et al. 2018).

Nossos resultados corroboram os resultados descritos por Melo (2017), que ao analisar
o crescimento micelial do Colletotrichum gloeosporioides isolado de Manga, observou o
mesmo comportamento e ainda detectou, por meio de microscopia de eletronica de varredura,
um grande adensamento das hifas proporcionado pelo efeito promotor ao crescimento,
provocados significativamente pelas doses de 0,5% e 1,0%. O aumento desse parametro

também foi observado para o crescimento fingico de Monilinia fructicola nos trabalhos de
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Oliari et al. (2014), corroborando os nossos resultados, onde também nao houve diferenca

estatistica entre os tratamentos com a doses de A. nodosum e o experimento controle.

Esporulacao do patégeno

Com o interesse de melhor elucidar os efeitos do extrato para este patossistema
procedeu-se com os testes de esporulacao, germinagdo e adesao.

Ao avaliar a quantidade de esporos resultante dos ensaios supracitados, observou-se que
a medida que aumentam as doses do extrato ocorreu um declinio na quantidade de conidios
produzidos ao final do ensaio, essas varidveis estdo altamente correlacionadas (R%= 0,9368) e
todos os tratamentos diferem estatisticamente da testemunha, com destaque para o tratamento
com a dose de 0,5%, que expressa a menor quantidade de conidios produzidos e ndo difere
estatisticamente da dose de 1,0%, na qual foi utilizado o dobro do extrato da alga. Isso remete
para uma possivel indica¢do, o uso da dose de 0,5% como a mais eficaz, também do ponto de

vista econdmico (Fig. 4).

25 -
a
50 | - y =0,8214x - 8,6786x + 24,4
R2 = 0,9368
b
15 -

Nudmero de conidios 103 mL!

0% 0,1% 0,3% 0,5% 1,0%

Doses do extrato da alga marinha Ascophyllum nodosum

Fig. 4 Médias de esporulag@o do fungo Colletotrichum sp. ap6s sete dias de avaliacdo, representado em niimero
de conidios mL™"! 10°, tratados com diferentes concentragdes (%) do extrato de Ascophyllum nodosum. Médias
seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si (Tukey, p < 0,05). As barras representam o erro

padrdo da média e a equacdo, a andlise de regressdo polinomial.

Fonte: Dados originais da pesquisa.
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Oliari et al. (2014) ao avaliar as doses 0,1; 0,2; 0,3 e 0,4 mL L' do extrato de A.
nodosum, observaram que essas doses ndo diferiram estatisticamente do tratamento controle e
ndo interferiram na esporulacdo de Monilinia fructicola, esses autores ainda sugerem que
maiores estudos sejam realizados acerca do potencial efeito do extrato de algas marinhas sobre

fitopatégenos.

Melo (2017), ao verificar o efeito in vitro do extrato de A. nodosum sobre a esporulacdo
de C. gloeosporioides isolado de manga, concluiu que houve um aumento da esporulacdo
diretamente proporcional ao aumento das doses do extrato, e uma diferenca estatistica
significativa para a dose de 1,0%. Estes resultados sdo exatamente o oposto dos resultados
encontrados para este parametro em nossas pesquisas, devemos considerar que nosso isolado
de Colletotrichum sp. é proveniente de frutos de mamoes e as respostas podem variar de acordo
com a patogenicidade fingica envolvida em cada cultura.

Alamino et al. (2013) concluiu que os eliciadores comerciais: harpina, uma proteina
produzida por bactérias e o composto sintético acibenzolar-S-metilico (ASM) reduziram a
esporulacdo de C. gloeosporioides em comparagdo a testemunha, em 60% e 50%,
respectivamente, corroborando com nossos resultados que demonstra capacidade de
interferéncia por eliciadores na fisiologia flingica.

As dosagens crescentes do extrato, com base nas andlises estatisticas, explicam em 93%
areducdo da esporulacdo nas placas, provavelmente o incremento com o extrato de A. nodosum,
que dispde de caracteristicas quimicas ideais para o heterotrofismo fingico, como ja
supracitado (Craigie, 2010; Pascholati e Dalio 2018; Ertani et al. 2018), proporcionou a este
patégeno condicdes estaveis de sobrevivéncia, o que pode ter postergado o seu processo de
esporulacio em funcdo das doses crescentes da alga disponivel na condicdo in vitro,
considerando o patossistema e as condi¢des experimentais envolvidas nesta pesquisa.

A formacgao de esporos necessita dos multiplos sinais ambientais ou de condi¢des para
desenvolvimento como: temperatura, luminosidade e alimento disponivel, que sdo
fundamentais para estimular os mecanismos intrinsecos que iniciam e controlam a esporulagcdo
fingica (Griffin, 1994).

Para avaliar se houve atividade fungicida e fungistatica do extrato sobre o patégeno,
uma maior investigacdo acerca das carateristicas morfoldgicas e fisiologicas das hifas
conidiogénicas devam ser realizadas, ja que a técnica utilizada nesta pesquisa ndo permite essa
conclusdo. Hornsey e Hide (1976) destacam que existe uma variagdo na produgdo de

substincias antimicrobianas presente em algas marinhas, incluindo A. nodosum, e sugerem que
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os estudos acerca desse potencial devam abranger andlises durante o ano todo, em meio ao
comportamento fisioldgico natural da alga e as variagdes climdticas peculiares do ambiente na

qual esteja inserida.

Germinacao e adesao do conidio

Na avaliacdo da germinagdo os resultados evidenciaram que a medida que as doses do
extrato aumentam ocorre um declinio na germinacdo dos propédgulos infectivos do fungo
quando comparado com a testemunha. Essas varidveis estio altamente correlacionadas (R* =
0,9821) pela andlise de regressao polinomial, que demonstra o efeito inibidor das dosagens do
extrato sobre a germinagdo dos conidios. Com destaque para o tratamento com a dose de 0,5 %
que apresenta a menor taxa de germinacao relacionada ao menor consumo do extrato, e também,
quando comparado com a testemunha (tratamento sem a dose do extrato). Esses resultados estdo

expressos na Figura 5.
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0% 0,1% 0,3% 0,5% 1,0%

Doses do extrato da alga marinha Ascophyllum nodosum

Fig. 5 Médias de germinacdo dos propagulos infectivos do fungo Colletotrichum sp. apds sete dias de crescimento,
representado em nimero de conidios 10° mL"!, tratados com diferentes concentracdes (%) do extrato de
Ascophyllum nodosum. Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si (Tukey, p < 0,05).
As barras representam o erro padrdo da média e a equagdo, a andlise de regressdo polinomial. Fonte: Dados

originais da pesquisa.

A capacidade de esporulagio, germinacao e adesao estao diretamente relacionadas com

o sucesso da transmissdo da doenca (Alkan et al. 2014).
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Podemos inferir que o extrato tem efeito inibidor de germinacao (Fig. 6). Esses dados
corroboram o descrito por Melo (2017), que testou as mesmas dosagens do extrato para o
patossistema Manga versus C. gloespoirioides, e também observou um declinio da germinacao
com o aumento das doses.

As algas marinhas s3o ricas em compostos biologicamente ativos incluindo
polissacarideos, carotendides, ficobilinas, 4cidos graxos, vitaminas, esterdis, tocoferol,
Ficocianinas e dentre outros (Kadam et al. 2016). Dentre os polissacarideos encontrados nas
algas pardas, inclusive em A. nodosum, as fucanas e laminarinas possuem varios mecanismos
que agem em func¢do da atividade biolégica (Khan et al. 2009; Ali et al. 2015; Goiii et al. 2016).

Provavelmente as fucanas, estdo envolvidas no efeito inibidor de germinacio,

apresentado pelo extrato, sobre os propdgulos infectivos do Colletotrichum sp., evidenciado

nesta pesquisa (Melo, 2017).

Fig. 6 Perfil das andlises de germinacdo dos propagulos infectivos do fungo Colletotrichum sp. ap6s sete dias de
crescimento, representado em niimero de conidios 10° mL™!, tratados com diferentes concentragdes (%) do extrato
de Ascophyllum nodosum (B) e separados em (seta): conidos germinados, com tubo germinativo > que o propdgulo
e (asterisco) conidios ndo germinados ou com tubo germinativo < que o propagulo (A, C).

Escalas: (A) 100pum; (B) 50um e (C) 200um. Fonte: Dias, (2018).

As doses crescentes do extrato ndo demonstraram interferéncia sobre a capacidade de
adesdo dos propégulos infectivos do fungo, para as condi¢des em que estes ensaios foram

conduzidos, ndo houve diferenga estatistica entre os tratamentos e a testemunha, estas varidveis
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estdo medianamente correlacionadas pela andlise de regressdo polinomial (R*= 0,6808). Estes

resultados estdo representados na Figura 7.

120

y = 0,4566%? - 6,5049x + 101,26
R?=0,6808
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40
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0% 0,1% 0,3% 0,5% 1,0%

Doses do extrato da alga marinha Ascophyllum nodosum

Fig. 7 Porcentagem de adesdo dos propagulos infectivos do fungo Colletotrichum sp. apds sete dias de crescimento,
tratados com diferentes concentragdes (%) do extrato de Ascophyllum nodosum. Médias seguidas pela mesma letra
ndo diferem estatisticamente entre si (Tukey, p <0,05). As barras representam o erro padrdo da média e a equagao,
a andlise de regressdo polinomial. Fonte: Dados originais da pesquisa.

O processo de infec¢do bem sucedido causado por Colletotrichum sp., se inicia apds a
deposi¢do dos esporos sobre o tecido suscetivel do hospedeiro, a partir do qual ird ocorrer
estimulos fisicos e quimicos, com consequente formacdo do tubo germinativo e sua
diferenciac@o em apressorio, esta estrutura especializada € fundamental para adesao deste fungo
juntamente com as substincias adesivas que sdo emitidas ao logo do tubo germinativo, todas
essas etapas sdo fundamentais para adesdao do patégeno ao hospedeiro e estabelecimento da
doenca (Amorin e Pascholati, 2018).

Como evidenciado nos resultados de germinacgdo, as doses do extrato inibiram o
processo de germinagdo, isso consequentemente interfere na formagdo do tubo germinativo e
do apressorio nos esporos, a auséncia dessas estruturas pode ter influenciado na expressividade

da adesao. Outro fator que pode explicar a igualdade dos resultados € a auséncia de estimulo
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pelo fator hospedeiro, visto que os experimentos foram conduzidos em placas de poliestireno,
embora responda em partes a exigéncias deste patdgeno que necessita primariamente como
forma de adesdo apenas o tigmotropismo (topografia de superficie) e a rigidez, os componentes
existentes na superficie da plantas possuem peculiaridades fundamentais para estimular a
capacidade de adesao dos esporos de Colletotrichum sp. (Amorim e Pascholati, 2018).

Esses resultados discordam dos resultados descritos por Melo (2017), que, ao verificar
o efeito das doses de A. nodosum sobre a adesao dos esporos de Colletotrichum gloeosporioides,
constatou que os tratamentos com o extrato inibiram a adesao dos conidios quando comparados
ao controle.

Lizzi et al. (1998); Jayaraman; Norrie e Punja (2011); Peres et al. (2012); Subramanian
etal. (2011); Abkhoo e Sabbagh (2015); Ribeiro et al. (2016); Panjehkeh e Abkhoo (2016); Ali
et al. (2016), todos esses autores avaliaram o efeito de A. nodosum em seus trabalhos, porém,
ndo avaliaram o efeito desse extrato sobre a esporulacdo, germinagdo e adesdo em condig¢des in
vitro dos fungos que pesquisaram, esses estudos objetivaram, no geral, a avaliacdo do efeito

indutor de resisténcia desse extrato.
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Qualidade pés-colheita de mamades tratados com extrato de alga marinha
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Resumo

O Brasil € o segundo maior produtor mundial de mamao, essa cultura perde apenas para a
citricultura e producdo de banana. Contudo, ainda existem perdas expressivas de rendimentos
dessa cultura, principalmente na fase pds-colheita. Com isso, o objetivo desse trabalho foi
verificar o efeito das doses do extrato da alga marinha Ascophyllum nodosum na melhoria da
qualidade pés-colheita de mamdes. Os frutos foram obtidos na CEASA da Ilha de Sao Luis
MA, Brasil tratados com concentracdes do extrato (0%, 0,1%, 0,3%, 0,5% e 1,0%) e
armazenadas por 10 dias a 24 + 2 ° C, nessa ocasido foram realizadas as andlises de perda de
massa. A polpa dos frutos foi retirada para andlises quimicas que consistiram em: pH, acidez
total tituldvel, teor de sélidos soldveis totais e teor de carotenoides. Os experimentos foram
conduzidos em delineamento inteiramente casualizado, com quatro repeti¢cdes sendo a unidade
experimental foi composta por dois frutos. O extrato preservou a qualidade pds-colheita
permitida para consumo dos frutos e ainda retardou o processo de amadurecimento na dose de
0,1% e nao alterou o teor de carotenoides presente nos frutos. Apesar dos resultados
satisfatorios, a perda de massa expressiva nos tratamentos com a alga, ndo permite atestar o uso
do extrato da alga marinha A. nodosum na pés-colheita de mamdes. Maiores investigacoes
acerca dessa interacdo, assim como outras doses devem ser investigadas. Este € o primeiro
estudo que caracteriza a qualidade fisica e quimica de mamdes sob efeito do extrato da alga
marinha A. nodosum na pés-colheita.

Palavras-chave: Tratamento alternativo, Carica papaya, Phaeophytas, Ascophyllum

nodosum.
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Abstract

Brazil is the second largest producer of papaya, this crop loses only for citrus and banana
production. However, there are still significant losses of yields of this crop, especially in the
post-harvest phase. Therefore, the objective of this work was to verify the effect of the doses of
the seaweed Ascophyllum nodosum extract on the improvement of post-harvest quality of
papaya. The fruits were obtained at CEASA of the Island of Sdo Luis MA, Brazil treated with
extract concentrations (0%, 0.1%, 0.3%, 0.5% and 1.0%) and stored for 10 days at 24 + 2 ° C,
the mass loss analysis was performed. The fruit pulp was removed for chemical analyzes that
consisted of: pH, titratable total acidity, total soluble solids content and carotenoid content. The
experiments were conducted in DIC, with four replicates, the experimental unit was composed
of two fruits. The extract preserved the post-harvest quality allowed for fruit consumption and
delayed the ripening process at 0.1% and did not alter the carotenoid content present in the
fruits. Despite the satisfactory results, the loss of expressive mass in the treatments with the
seaweed does not allow to certify the use of the seaweed extract A. nodosum in the post-harvest
of papaya. Further investigations of this interaction, as well as other doses, should be
investigated. This is the first study that characterizes the physical and chemical quality of

papaya under the effect of the extract of the seaweed A. nodosum in the post-harvest.

Key words: Alternative treatment. Carica papaya. Phaeophytas. Ascophyllum nodosum.
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Introducao

O mamao (Carica papaya L.) € uma das principais frutas consumidas no Brasil, sendo
também uma das culturas mais produzidas. No ano de 2017 rendeu 449,909 mil toneladas,
estando atrds somente da citricultura e da producdo de banana. Para o mercado internacional é
responsavel por rendimentos em cerca de US$ 43,675 milhdes, mantendo o Brasil na segunda
posi¢do no ranking mundial de produ¢dao do mamao. A regido nordeste é destaque no “ranking”
nacional, tendo como principal contribuinte o estado da Bahia, que produz cerca de 197.485.580
toneladas de mamao (KIST et al., 2018).

Porém, esse fruto pode facilmente perder a qualidade na pds-colheita durante o seu
processo natural de maturacdo e principalmente devido a inexisténcia de manejo adequado
durante essa fase. Todo esse processo reflete na aceitagdo desses frutos pelos consumidores,
cada vez mais exigentes, do mercado interno e principalmente, externo. Para avaliar se o fruto
estd dentro dos padrdes exigido para consumo, apds receber um tratamento em estudo pode-se
avaliar a acidez total tituldvel, o potencial hidrogenidnico, o teor de sélidos soliveis e o teor
carotenoides, ja que existem valores reconhecidos como desejdveis ao paladar do consumidor
(AMARAL et al., 2017).

O manejo na pds-colheita do mamao, déa- se basicamente pelo uso de fungicidas, que
visam preservar esses frutos do ataque de microrganismos e minimizar o processo natural de
senescéncia. No entanto, os residuos dos agrotéxicos sao rigidamente fiscalizados pelo mercado
externo, e consequentemente, pesquisadores dedicam-se a minimizar esses residuos para
adequacdo as demandas internacionais (RUGGIERO et al., 2011).

O uso de biocompostos, que sdo facilmente degradados pela natureza, ressurge como
necessidade para mitigar os efeitos do uso desorientado de agrotéxico. Os Residuos
provenientes desses produtos geram desequilibrio ambiental, que perpassam pela contaminagao

do solo, recursos hidricos, de alimentos e dentre outros (BARBOZA et al., 2013).



73

Desse modo, pesquisas que desenvolvam o potencial uso de produtos naturais para
manuten¢do da qualidade na pds-colheita e que conservem as caracteristicas fisicas e quimicas
contribuirdo para o preenchimento dessa lacuna nacional existente acerca do manejo de diversas
culturas (MELO et al., 2018).

A alga marinha Ascophyllum nodosum (L.) Le Jol., € originaria do norte Canadense e
Europeu, pertencente ao grupo das Phaeophytas (CRAIGIE, 2010). O extrato dessa alga, além
de ser um produto natural, ttm demonstrado diversos efeitos bioestimulador nas mais variadas
culturas de interesse econdOmico, por aumentar a resisténcia a patdgenos através da indugdo
resisténcia em Arabidopsis thaliana (SUBRAMANIAN et al., 2011) estimular a produgdo de
antioxidantes, como as antocianinas, em uvas (FRIONI et al., 2018), melhoria das da resisténcia
de plantas de soja ao estresse hidrico (MARTYNENKO et al., 2016) e das qualidades fisicas e
quimicas de mangas na pos-colheita (MELO et al., 2018).

Estas pesquisas indicam o potencial promissor do extrato de A. nodosum para estudos
na pos-colheita, drea ainda pouco ou nunca pesquisada para determinadas culturas de
importancia agricola.

Diante do exposto, o objetivo desse trabalho foi verificar o efeito das diferentes doses

do extrato da alga marinha A. nodosum na melhoria da qualidade pés-colheita de mamdes.

Material e métodos

Os mamoes da variedade ‘Golden’ foram obtidos na CEASA (Central de Abastecimento
de Sdo Luis) e selecionados quanto a mesma origem, tamanho e estddio de maturacdo (tipo 2).
O estadio de maturacgdo tipo 2 se caracteriza por conter 25% da superficie da casca amarela,

rodeada de verde-claro, segundo Oliveira (2002).

Em seguida, no Laboratério de Pés-colheita da UEMA os frutos foram, inicialmente,

higienizados com dgua corrente, sabao neutro, logo ap6s ficaram de molho por 30 min em dgua
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destilada+hipoclorito (300 ppm) na tentativa de suprimir a incidéncia de microrganismos
saprofitos e em seguida, postos para secar naturalmente separados em bandejas com dupla
camada de papel tolha esterilizado em autoclave.

ApOs a secagem, os frutos foram mergulhados, por 5 minutos, em preparacdes do
produto comercial testado, acrescidas de Tween 20® (1,0%), nas seguintes concentracOes:
extrato da alga Ascophyllum nodosum (0,0, 0,1, 0,3, 0,5 e 1,0%), o tratamento controle foi
mergulhado somente em agua destilada. Os tratamentos foram condicionados a 24+2°C e

fotoperiodo de 12 h, por 10 dias.

Analises fisicas

A massa fresca total dos frutos foram tomadas assim que os frutos chegaram no
laboratério e depois a cada 3 dias, totalizando 3 andlises ao final do décimo dia, com o auxilio
de uma balanga digital com capacidade maxima de 2000 g e precisdo de 0,1g. O valor final foi

expresso em porcentagem de massa fresca perdida.

Anadlises quimicas

Para estas andlises, ap6s 10 dias, a polpa da unidade experimental (dois frutos por
bandeja) foi triturada em liquidificador sem sementes e sem diluicdo, até a obtencdo de uma
massa uniformemente pastosa, que foi devidamente identificados e congeladas em freezer (-
15°C), a polpa foi extraida de todos os tratamento no mesmo dia, a fim de evitar diferencas

entre os tratamentos por tempo de coleta.

A polpa dos frutos tratados conforme supracitado foram submetidos a:
e Acidez da polpa: determinado em triplicatas por meio de um pHametro, com
aproximadamente 5g de polpa diluida em 60 ml de 4gua destilada, os valores foram

tomados logo ap0ds a estabilizagdo no leitor;
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e Acidez total tituldvel: determinada em triplicatas por meio de um pHametro e
titulometria com NaOH expressa em g de 4cido citrico 100g ' de polpa ap6s a analise
da acidez da polpa;

e Teor de sélidos soldveis: medido em refratometro digital (NOVA DR30) em triplicata
e expresso em °Brix;

e Teor de carotenoides: extracdo realizada segundo Rodriguez-Amaya (2001), 30 ml de
acetona foi adicionado na polpa liofilizada, e a cada 48 h havia uma nova adicdo de
acetona, até que a polpa perdesse a pigmentacdo laranja resultando num total de 4
adi¢cOes de acetona. O extrato acetonico foi transferido para uma camara exaustora onde
permaneceu até a total evaporacdo do solvente (48h). A leitura da absorbancia no
espectrofotdmetro foi feita em triplicatas, onde o branco foi o solvente, seguida das
leituras das repeti¢des, contendo 150 pL do extrato, realizado em triplicatas, com a
maxima protecdo possivel conta a luz, afim de evitar interferéncia na quantidade dos

compostos. O teor de carotenoides foi determinado segundo a Equacao:

_ AxVx1.000.000
A"xMx 100

lend

Teor de carotenoides (mg 100 g™!)
Sendo: A = absorbancia da solu¢cdo no comprimento de onda de 450 nm para o betacaroteno; V
= volume final da solugao; AiZ’n: coeficiente de absortividade molar de um pigmento em um
determinado solvente especifico (2592 para o betacaroteno) e M = massa da amostra tomada

para a andlise (RODRIGUEZ-AMAYA, 2001).

Anélises estatisticas
Os testes de andlises fisicas e quimicas foram conduzidos em delineamento inteiramente
casualizado totalizando 5 tratamentos, em 5 repeticdes. A unidade experimental foi

representada por uma bandeja contendo 2 frutos.
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Os dados resultantes das andlises supracitadas, foram submetidos as analises de
variancia e as médias comparadas pelo teste de Tukey considerando o p < 0,05 (GODOY,

2001). E ainda, submetidos a analise de regressdo polinomial (TOLEDO; OVALLE, 2008).

Resultados e Discussao

Analises fisicas

O resultado do percentual de massa fresca dos frutos mostrou que, nos tratamentos que
receberam as doses do extrato da alga 0,1%, 0,3%, 0,5% e 1,0% houve uma maior perda
(16,77%, 15,13%, 20,04% e 18,56% respectivamente), quando comparada ao tratamento
controle que apresentou perda de apenas 10,29%. Com destaque para o tratamento com a dose
0,5% que causou uma perda de massa dobrada com relacdo a perda expressa pelo tratamento
controle. Indicando um ponto negativo para interagdo extrato de A. nodosum versus fruto. Estas
varidveis estdo significativamente relacionadas entre si, uma vez que o valor de R?=0,8024 na
equacdo polinomial (Figura 1). Desse modo, outros estudos podem vir a contribuir para o

fortalecer ou contrapor os resultados aqui obtidos.
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Figura 1: Valores médios da perda de massa total dos frutos de mamao tratados com diferentes concentrag¢des (%)
do extrato de Ascophyllum nodosum. Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si

(Tukey, p < 0,05). As barras representam o erro padrdo da média e a equacdo, a andlise de regressdo polinomial.

25,00 -

y = -0,6689x% + 5,9931x + 5,54
R2 = 0,8024 ab
20,00 - ab abe
15.00 -
10,00 - .
5.00
0,00

0,0% 0,1% 0,3% 0,5% 1,0%
Doses do extrato da alga marinha Ascophyllum nodosum

Perda total de massa dos frutos (%)

Fonte: Dados originais da pesquisa.

A maturacdo dos frutos climatéricos na pds-colheita ocorre devido ao processo de
respiracdo das células e oxidagdes bioquimicas, e ainda pode ser acelerada ou postergada por
meio da acdo de tratamentos durante a fase pds-colheita. A perda de massa no periodo apds a
colheita é um processo normal de senescéncia/maturacdo do fruto, devido a atividades
metabdlicas como a mudanga do estadio fenoldgico do fruto, que ocorre devido aos processos
de aumento da respiracdo celular e atividades enzimaticas (MELO et al., 2018).

Considerando a capacidade do extrato em induzir processos bioquimicos, como
demonstrado em plantas de tomate (ALI et al., 2016; PANJEHKEH; ABKHOO, 2016) e notada
acao bioestimulante como comprovado em repolho (LOLA-LUZ et al., 2013), espinafre (XU;
LESKOVAR, 2015) e em milho (ERTANI et al., 2018) ¢ justificadvel observamos essa maior

na perda de massa em fungdo dos tratamentos que receberam o extrato da alga, provavelmente
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acelerado por esse manejo. Esse aspecto ndo € desejavel do ponto de vista econdmico, por

influenciar negativamente nos rendimentos.

Para o tratamento na pds-colheita com as mesmas doses do extrato usadas neste
trabalho, em mangas, Melo et al. (2018) observou uma reducdo da perda de massa nos frutos
tratados quando comparados ao experimento controle, sendo a dose 0,1% a mais eficaz em
agregar nesse parametro. O autor sugere que novos estudos sejam realizados afim de firmar o
uso dessas concentragdes, 0 que nos permitiu afirmar sobre a divergéncia com 0s nossos

resultados.

Anadlises quimicas

Acidez da polpa

O potencial hidrogenidnico (pH) em frutos na pds-colheita nos revela uma caracteristica
do fruto que nos ajudam a inferir sobre atividade de enzimas, aspectos do sabor, estado de
maturacio e condicdes de sobrevivéncia microbioldgicas que indicam acidez, neutralidade ou
alcalinidade (ALKAN; FORTES, 2015).

Ao analisar o pH dos frutos tratados com o extrato, observamos que somente as doses
0,3%, 0,5% e 1,0% diferiram estatisticamente do tratamento controle, porém nao divergiram
estatisticamente entre si. O pH dos frutos e as doses do extrato estio fortemente correlacionados

considerando o valor de R? = 0,7492, demonstrado na equagio polinomial (Figura 2).
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Figura 2: Valores médios de pH dos frutos de mamao tratados com diferentes concentracdes (%) do extrato de
Ascophyllum nodosum. Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si (Tukey, p < 0,05).

As barras representam o erro padrdo da média e a equagfo, a andlise de regressdo polinomial.

5,30 -
y =-0,0186x2 + 0,1754x + 4,672 .
5,20 - R? = 0,7492
5,10 -
5,00 1 b b
= | e
4901 | e
4,80 -
4,70 -
4,60 -
4,50
0,0% 0,1% 0,3% 0,5% 1,0%

Doses do extrato da alga marinha Ascophyllum nodosum

Fonte: Dados originais da pesquisa.

O pH e o teor de acicar se relacionam e determinam o sabor da fruta. Geralmente
quando os agucares totais aumentam, o 4dcido organico diminui e pH aumenta (ALKAN;
FORTES, 2015).

Durante o processo de maturacdo na pds-colheita, a metabolizacdo de dcidos organicos
€ o fator responsavel pelo declinio da acidez e consequentemente aumento do pH em alguns
frutos (CONEGLIAN, 1993). Isso provavelmente ocorreu no presente trabalho, visto que os
perfis de comportamento do pH e acidez sdo inversamente proporcionais.

Amaral et al. (2017), ao avaliarem frutos de mamoes (cultivar Sunrise Solo) tratados
com sais fosfitos combinados com atmosfera modificada, evidenciaram perfis de pds-colheita
como o pH (4,9 a5,7) e ATT (média de 0,1 g de polpa de 4cido citrico 100g™") semelhantes aos
encontrados nesta pesquisa (Tabela 1). Os autores ainda ressaltam, que esses valores estao de
acordo com os perfis indicado para consumo, segundo o Ministério da Agricultura, o que nos

permite atestar o potencial do uso da alga A. nodosum para tratamento de mamades na pés-
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colheita, para este parametro, uma vez que este produto ndo interfere no padriao de qualidade

exigido quanto aos valores de pH e ATT.

Tabela 1: Média total do pH (potencial hidrogenidnico), da Acidez total tiluldvel (ATT) e do teor de sélidos

soliveis total (SST) da polpa de frutos de mamao, cultivar ‘Golden’, tratados com doses do extrato da alga marinha

A. nododum.
Tratamentos (mL/L) pH ATT SST
Controle (0%) 49Db 0,149 a 7,33 ab
0,1% 49b 0,158 a 7,06 b
0,3 % 5,la 0,126 b 9,63 a
0,5 % 5,la 0,115b 9,21 ab
1,0% 5,la 0,123 b 8,95 ab
CV% 1,93% 8,61% 7,03%

Meédias seguidas pela mesma letra na vertical ndo diferem entre si pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de

probabilidade.

O pH acidificado, embora tenha aumentado apartir da dose 0,3%, os valores se
mantiveram entre os padroes de acidez indicada para consumo, segundo o Ministério da
Agricultura (Amaral et al. 2017), o que nos evidéncia que nao houve alteracdo desse parametro

pelo tratamento com a alga, qualificando-o nesse aspecto, para o uso na pds-colheita.

Acidez total titulavel

Os resultados para acidez total tituldvel demonstraram um padrdao de comportamento
inverso ao revelado na andlise do pH, os tratamentos 0,3%, 0,5% e 1,0% tiveram um declinio
dessa atividade quando comparado com tratamento controle, diferindo estatisticamente, porém

estes tratamentos nao divergiram estatisticamente entre si. Este parAmetro estd correlacionado
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com as dosagens do extrato considerando o valor de R? = 0,7262, demonstrado na equacgio

polinomial (Figura 3).

Figura 3: Valores médios da acidez total tituldvel expressos em g de 4cido citrico 100 g, dos frutos de mamio
tratados com diferentes concentragcdes (%) do extrato de Ascophyllum nodosum. Médias seguidas pela mesma letra
ndo diferem estatisticamente entre si (Tukey, p <0,05). As barras representam o erro padrdo da média e a equagao,

a analise de regressdo polinomial.
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Acidez total tituldvel
(g de acido citrico 100 g1)

Fonte: Dados originais da pesquisa.

Em frutos climatérios, ap6s a colheita ocorre um aumento da taxa de respiracao que esté
positivamente correlacionada com o aumento da producdo de etileno, processo responsavel pelo
amadurecimento dos frutos (AMARANTE et al., 2009).

O processo de maturacdo envolve o consumo de &4cidos no processo metabdlico,
consequentemente ocorre um declinio da acidez quanto mais maduros os frutos se apresentarem
(ARGENTA et al., 2001; ALKAN; FORTES, 2015), podemos inferir que, para este parametro,
os tratamentos com as doses do extrato a partir da dose 0,3% indicaram amadurecimento dos
frutos.

Amaral et al. (2017) encontraram valores de ATT constantes ao avaliar frutos de
mamoes (cv. Sunrise Solo) tratados com sais fosfitos combinados com atmosfera modificada.

Em nossos resultados houve um declinio a partir da dose 0,3% o que difere com os dados desses
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autores, porém, eles afirmam que € comum haver um declinio na acidez em alguns casos,

decorrente do processo de maturagdo.

Teor de solidos solaveis

Os resultados observados no teor de sélidos soldveis revelaram que, embora possamos
observar uma tendéncia de aumento no teor de sélidos soltveis totais para os tratamentos que
receberam as doses da alga em relagdo ao tratamento controle, apenas o tratamento com a dose
0,1% e 0,3% apresentaram-se estatisticamente diferentes com uma menor e maior

expressividade, respectivamente, quando comparados ao tratamento controle (Figura 4).

Figura 4: Valores médios dos sélidos soliveis totais expressos em °Brix, dos frutos de maméo tratados com
diferentes concentracdes (%) do extrato de Ascophyllum nodosum. Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem
estatisticamente entre si (Tukey, p < 0,05). As barras representam o erro padrdo da média e a equag@o, a andlise

de regressdo polinomial.

1,20 1~
y =-0,0089x2 + 0,0815x + 0,7719

R? = 0,6423 a ab b
1,00

...........................
.o

0,80 A
0,60 -

0,40 A

Solidos soltveis totais (°Brix)

0,20 A

0,00
0,0% 0,1% 0,3% 0,5% 1,0%

Doses do extrato da alga marinha Ascophyllum nodosum

Fonte: Dados originais da pesquisa.
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A tendéncia do aumento de SST encontrados nesta pesquisa, diferem dos resultados
obtidos por Melo et al. (2018), que em estudos com manga, observou uma diminui¢do dos SST
nos tratamentos que receberam dosagens do extrato de A. nodosum nas mesmas concentracoes
utilizadas em nosso trabalho.

Silva et al. (2014), ao estudarem SST em morangos, concluiram que as plantas
fertirrigadas com o extrato de A. nodosum, deram origem a frutos com baixo TSS quando
comparados a aplicacdo via foliar, em que houve um aumento do TSS nos frutos. Podemos
inferir que o fruto em contado direto com o extrato, como o realizado neste trabalho, contribuiu
para o aumento do SST encontrado em nossos resultados na dose 0,3%.

O processo de maturacdo do mamao inicia-se de forma centrifuga, onde o processo
natural e auto-catalitico da formacgdo de etileno resulta na expressdo de menor acidez e maior
teor de solidos soluveis, indicando uma relacio inversamente proporcional desses paradmetros,
tais caracteristicas foram observadas em nossos resultados e expressos nos graficos 3 e 4
(ARAUJO et al., 2016).

Segundo Figueredo Neto (2013), o teor de sélidos soldveis € um importante indice de
maturacio (ocorre um aumento dos SST conforme a maturacdo do fruto), quando este sendo
maior expresso indica um maior grau de maturacdo do fruto, considerando a menor
expressividade para este parametro no tratamento para a dose a 0,1% , remete a idéia de retardo
na maturacdo, o que a nivel de pds-colheita € uma excelente caracteristica pois permite uma
maior durabilidade do produto favorecendo maiores rendimentos econdmicos.

Contudo, considerando que os valores reais expressos para este resultado, que variaram
entre 7 e 9 e, comparando com os valores encontrados por outros autores que estudaram o
mesmo parametro em mamoes na pos-colheita, com variacdo entre 10 e 13 (AMARAL et al.,

2017; BARRERA et al., 2015). Podemos inferir que a expressividade do SST estd abaixo da
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média geral, o que indica que houve um retardo no processo de maturacao desses frutos, ja que

quanto maior SST, maior é o seu grau de maturagio (ARAUJO et al., 2016).

Teor de carotenoides

Com relacdo ao teor de carotenoides, os resultados demostraram que nio existe
diferenca estatistica entre os tratamentos. Estes resultados estdo fortemente correlacionados
com as doses do extrato da alga como demonstrado no R?= 0,809, revelado na equacio
polinomial (Figura 5).

Os carotenoides sdo importantes antioxidantes que contribuem para o controle de
radicais livres, essas moléculas sdo consideradas indispensaveis no auxilio a saide humana
(BARBOSA et al., 2014; DAVAR et al., 2013). Uma das caracteristicas de destaque para os
frutos do mamoeiro € a riqueza dessas moléculas (TRINDADE et al., 2013). Considerando que,
o tratamento com o extrato de A. nodosum ndo interferiu no teor de carotenoides disponivel nos
frutos, podemos inferir que, esse é um aspecto favordvel para o uso do extrato dessa alga no
tratamento pos-colheita desses frutos. E com base na literatura, até o presente momento esse
parametro ainda ndo havia sido investigado, para as interacdes envolvendo tratamentos na pds-

colheita de mamaes.
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Figura 5: Valores médios do teor de caroteno, dos frutos de mamao tratados com diferentes concentracdes (%) do
extrato de Ascophyllum nodosum. Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si (Tukey,

p <0,05). As barras representam o erro padrao da média e a equacdo, a andlise de regressdo polinomial.

3,40 q
a y =-0,0113x? + 0,0284x + 3,2223

a
3,30 A

3,20 A
3,10 A

3,00 ~

Teor de caroteno

2,90 A

2,80 A

2,70 A

2,60
0,0% 0,1% 0,3% 0,5% 1,0%

Doses do extrato da alga marinha Ascophyllum nodosum

Fonte: Dados originais da pesquisa.

Andlises quimicas sdo de suma importancia na perspectiva da patologia na pds-colheita
pois nos indica se o extrato em estudo, preserva a qualidade no processo de maturacdo. Por
meios dos produtos resultante dos processos bioquimicos, durante a respiracdo, e que influem
no nivel de acidez, no teor de s6lidos soliveis, na acidez total e no teor de carotenoides podemos

detectar a eficiéncia do uso do extrato de A. nodosum (AMARANTE et al., 2009).

Conclusoes

As doses do extrato promoveram a perda de massa, na dose 0,5% houve o dobro da
perda quando comparada ao tratamento controle. Nao interfiram no padrao de qualidade exigido
para o consumo dos frutos, considerando os valores de pH e ATT. Com base nos valores de pH

e SST, a dose de 0,1% retardou no processo de maturacao dos frutos. E ainda, o extrato nao
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altera o teor de carotenoides nos frutos do mamoeiro. A maioria dos nossos resultados nos
permitem atestar o potencial do extrato para tratamento de mamdoes na pds-colheita. No entanto,
maiores investigacoes acerca da perda de massa em fungdo dos tratamentos com a alga, deve
ser investigado. Considerando as condi¢Oes experimentais envolvidas nesta pesquisa € 0s
resultados da perda de massa, o produto ndo pode ser indicado para tratamento na pds-colheita
de mamdes. Este € o primeiro estudo que caracteriza a qualidade fisica e quimica de mamaoes

sob efeito do extrato da alga marinha Ascophyllum nodosum na pds-colheita.
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CAPITULO IV

Regulacao da explosao oxidativa em mamdes usando o extrato de Ascophyllum nodosum

no manejo contra a antracnose

Artigo escrito de acordo com as normas da revista “Tropical Plant Pathology”
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Resumo

Objetivando estabelecer um método de controle natural como alternativa de manejo
agroecoldgico para a antracnose, foi avaliado o efeito indutor de resisténcia do extrato da alga
marinha Ascophyllum nodosum, sobre o parasitismo de Colletotrichum sp. em mamaoes, na pos-
colheita. O isolado e os frutos para a execuc¢do dos testes foram obtidos na cidade de Sao Luis,
MA, Brasil. Os frutos foram imersos por cinco minutos em diferentes concentragdes do extrato
de A. nodosum (0,0; 0,1; 0,3; 0,5 e 1,0%) e 48 h apds foram inoculados discos (Smm) contendo
as estruturas fungicas. O didmetro das lesdes foi medido diariamente em sentidos ortogonais
com auxilio de um paquimetro. O experimento contou com cinco repeti¢cdes por tratamento e
foi conduzido em delineamento inteiramente casualizado. Para avaliacdo de alteragdes
bioquimicas, as cascas dos frutos foram coletadas e liofilizadas. Quantificou-se o contetdo total
de proteinas, atividade da catalase (CAT), guaiacol peroxidase (POX) e polifenoloxidase
(POL). O extrato A. nodosum causou alteracdes no metabolismo oxidativo em mamdes, desde

a menor dose testada. Porém, essas alteracdes ndo resultaram em controle da antracnose.

Palavras-chave: Carica papaya, Colletotrichum sp., Phaeophyceae, Pés-colheita
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Abstract

Aiming to establish a natural control method as an alternative for the agroecological
management of the disease, the resistance - inducing effect of the extract of the seaweed
Ascophyllum nodosum on the parasitism of Colletotrichum sp. in papayas, in the post-harvest.
The isolates and the fruits for the tests were obtained in the city of Sao Luis, MA, Brazil. The
fruits were immersed for five minutes in different concentrations of A. nodosum extract (0.0,
0.1,0.3,0.5 and 1.0%) and 48 hours after inoculating disks (5 mm) containing fungal structures.
The diameter of the lesions was measured daily in orthogonal directions with the aid of a
pachymeter. The experiment had five replicates per treatment and was conducted in a
completely randomized design. For the evaluation of biochemical changes, fruit peels were
collected and lyophilized. The total protein content, catalase activity (CAT), guaiacol
peroxidase (POX) and polyphenoloxidase (POL) were quantified. The extract A. nodosum
caused changes in the oxidative metabolism in papaya, from the lowest dose tested. However,

these changes do not result in anthracnose control.

Key words: Carica papaya, Colletotrichum sp., Phaeophyceae, Post-harvest
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Introducao

O mamao (Carica papaya) é uma das frutas mais produzidas e consumidas no Brasil, a
comercializacdo do mamao rendeu 449,909 mil toneladas, mantendo a cultura do mamao em
terceiro lugar dentre as cinco fruteiras mais comercializada nas principais Centrais de
Abastecimento (Kist et al., 2018). Porém, os rendimentos da produtividade podem declinar
devido ao uso de baixa tecnologia, condicdes climéticas desfavordveis a cultura, ocorréncia de

pragas e de doencas (Lucena, 2016).

A antracnose é uma das doencas mais importantes economicamente, € que acomete as
mais diversas culturas (Phoulivong et al., 2010; Bonett et al., 2012), incluindo a do mamao
(Barboza et al., 2013). Na pds-colheita, a antracnose € responsdvel por diminuir o tempo de
prateleira dos frutos e aceitacdo pelos consumidores (Alvarez e Nishijima, 1987; Ventura e

Rezende, 2016).

A manifestagdo dos sintomas ocorre durante o amadurecimento do fruto e até que
chegue esse momento, o fungo permanece latente. No fruto imaturo, o conidio do patégeno
ap6s aderir a superficie epidérmica, germina formando o apressorio, esta estrutura possui
capacidade de penetrar a cuticula intacta do fruto por meio de atividades enzimaticas
extracelulares. Quando o fruto comega o processo de maturagdo, o fungo reconhece as
mudancas fisiolégicas da parece celular e da cuticula, por meio de sinais moleculares e passa
do estado biotréfico para necrotréfico, em que destréi as células epidérmicas as quais
originalmente parasitou e passa a colonizar as dreas de tecidos adjacentes, consequentemente,

manifestando os sintomas (Prusky et al., 2013; Alkan e Fortes, 2015).

Contudo, as plantas possuem varios mecanismos de defesas. Dentre estes ocorrem a
formagdo de barreiras estruturais através de espécies reativas de oxigénio (EROS), que sdo

ativados ap0s a infec¢io do patdgeno. Essa explosdo oxidativa ativa mecanismos que induzem
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genes de defesa, e que realizam o processo de limpeza através de reacOes antioxidantes, que
ocorrem fisiologicamente, por meio da atividade bioquimica de enzimas como a peroxidase,
catalase, polifenoloxidase e super6xido dismutase, que agem combatendo o estresse oxidativo
(Soares e Machado, 2007; Barbosa et al., 2014; Nascimento e Barrigossi, 2014; Pascholati e

Dalio, 2018).

O uso de produtos naturais, com potencial aplicabilidade na fitopatologia, ressurge com
uma alternativa promissora objetivando mitigar os danos a satde ambiental e humana,

provocados pelo uso indiscriminado de agrotoxicos (Bonett et al., 2012; Barboza et al., 2013).

A alga marinha Ascophyllum nodosum € reconhecida por ter efeito bioestimulante da
melhoria do desempenho agrondmico de espécies vegetais (Colapietra e Alexander, 2006;
Subramanian et al., 2011; Khan et al., 2012; Silva et al., 2016), e est4 cada vez mais frequente
os estudos que atestam o potencial dessa alga em patossistemas das mais variadas culturas

(Jayaraman et al., 2011; Subramanian et al., 2011; Fan et al., 2014; Ribeiro et al., 2016).

Portanto, o objetivo desse trabalho foi avaliar potencial efeito indutor de resisténcia do
extrato da alga marinha Ascophyllum nodosum sobre o parasitismo de Colletotrichum sp. em

mamdoes, na pos-colheita.

Material e métodos

Obtencao do isolado e do produto comercial

O patégeno para a execucdo dos testes foi isolado a partir de frutos de mamdes
sintomaticos coletados em feiras da Ilha de Sao Luis, MA. Estes frutos foram levados ao
Laboratorio de Fitopatologia da Universidade Estadual do Maranhdo, UEMA, Sao Luis — MA,
submetidos ao processo de higienizacao, isolamento e repicagem para obtencao de cultura pura.

Frutos sadios foram inoculados e, apds aparecimento de sintomas e sinais do patégeno, um
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novo isolamento foi feito, concluindo o Postulado de Koch. O extrato da alga Ascophyllum

nodosum foi obtido comercialmente.

Avaliacao do efeito do produto sobre a severidade de Colletotrichum sp. inoculado nos

frutos

Os mamoes da cultivar ‘Golden’ foram obtidos na CEASA (Central de Abastecimento
de Sdo Luis) e selecionados quanto a mesma origem, tamanho e estddio de maturacdo (tipo
dois). O estddio de maturagdo tipo dois se caracteriza por conter 25% da superficie da casca

amarela, rodeada de verde-claro, segundo Oliveira (2002).

Em seguida, no Laboratério de pos-colheita da UEMA os frutos foram, inicialmente,
higienizados com dgua corrente, sabao neutro, e logo apds ficaram de molho por 30 min em
dgua destilada+hipoclorito (300 ppm) com o objetivo de suprimir a incidéncia de
microrganismos saprofitos e em seguida, secos naturalmente separados em bandejas com dupla

camada de papel tolha esterilizado.

Apos a secagem, os frutos foram mergulhados por 5 minutos em preparac¢des do produto
comercial testado (extrato da alga Ascophyllum nodosum), acrescidas de Tween 20 1,0%, nas
seguintes concentragdes: 0,0, 0,1, 0,3, 0,5 e 1,0%, o tratamento controle foi mergulhado
somente em dgua destilada. As doses propostas foram aplicadas 24 e 48 h antes da inoculacio
do patégeno. Transcorridos esses tempos, os isolados vigorosos, previamente repicados e
obtidos dos frutos conforme supracitado, foram inoculados nos frutos de mamdes através de
dois discos de aproximadamente Smm de didmetro contendo estruturas fingicas, por meio de
ferimentos em dois pontos equidistantes. Em seguida, os frutos depois de tratados e inoculados,
foram postos em camara imida por 48 h e, apds esse periodo, foram tomadas medidas das lesdes
diariamente quanto ao desenvolvimento com o auxilio de um paquimetro digital durante sete

dias. Os tratamentos foram condicionados a 24+2°C e fotoperiodo de 12 h, por 10 dias.
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Testes bioquimicos

Ap6s o término da avaliacdo do crescimento fingico nos frutos (sete dias apds a
inoculacdo do Colletotrichum sp.), as cascas foram retiradas e congeladas em freezer (-15°C),
para o processo de liofilizagdo e posterior andlises bioquimicas no Laboratério de Fisiologia e

Bioquimica Fitopatologica da ESALQ-USP.

Obtencao do extrato proteico

As amostras das cascas dos frutos, apés liofilizacdo, foram pesadas e maceradas com
nitrogénio liquido, seguida da adicao de 5 mL do tampao de extracdo fosfato de potassio 100
mM (pH 6,0) com o massa inicial da casca a 1g, que em testes prévios logo revelaram uma alta
concentragcdo das proteinas no primeiro tratamento, sendo necessario varios testes para ajuste,
chegando na massa de 0,025g para 5 mL do tampao de extracdo. Este preparo foi centrifugado
a 20.000 g por 30 min, a 4°C. Os sobrenadantes obtidos foram conservados em freezer (-15°C)
e utilizados para a determinac¢do de proteinas totais, guaiacol peroxidase (POX), catalase (CAT)

e polifenoloxidase (PFO).

Proteinas totais

O conteddo de proteinas totais das cascas dos frutos tratados, foram quantificados de
acordo com Bradford (1976). Para isso, 20 puL de extrato proteico, recebeu 780 puL do tampao
fosfato de potassio 100 mM (pH 6,0) e 200 uL. do reagente de Bradford. Apds 10 min, a
absorbancia foi determinada a 595 nm. A concentracdo de proteinas foi determinada com base
na curva padrao de ASB e expressa em equivalentes de mg de albumina de soro bovino (ASB)

gl de amostra.
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Atividade da catalase

A mistura de reacdo para determinar a atividade de CAT foi composta por uma solucio
contendo: 25 pL. de H>O; em 10 mL de tampao fosfato de potdssio 100 mM (pH 6,0), mantida
a 25°C sendo a reacdo iniciada pela adicao de 25 pL de extrato proteico em 1000 pL da solugdo.
A reducdo da absorbancia foi medida em espectrofotometro a 240 nm, resultante da degradacao
do H20:, monitorada por 1 min e os valores registrados a cada 20 segundos. Os resultados
foram expressos em unidades de CAT mg de protefna!, sendo uma unidade correspondente

decomposi¢do de 1 pmol de H2O> por min, nas condi¢des do ensaio (Azevedo, 1998).

Atividade da guaiacol-peroxidase

A atividade da enzima guaiacol peroxidase foi determinada através da mistura de uma
solu¢do com 2,900 pL contendo guaiacol comercial (2,3 mM) e per6xido de hidrogénio (H>0»)
a 2,9 mM diluido em tampao fosfato de potdssio 100 mM (pH 6,0) e 40 uL do extrato proteico,
mantida a 31°C. A reagdo que consistiu na conversdo do guaiacol em tetraguaiacol pela enzima
guaiacol peroxidase. A reacdo foi monitorada por 2 min, com as medidas de densidade 6tica
tomadas a cada 20s. Os resultados foram expressos em A abs 470 nm min™' mg™' de proteina

(Roncato e Pascholati, 1998).

Atividade da polifenoloxidase

Para determinar a atividade da polifenoloxidase usou-se a conversao de pirocatecol em
quinona, onde: 900 pL de pirocatecol (20 mM) em tampao fosfato de potdssio 100 mM (pH
6,0), mantido a 30°C que recebeu 100 puL do extrato proteico. A reagdo foi monitorada em
espectrofotometria direta a 420 nm por 3 min, sendo as medidas das absorbancias registradas a
cada 90s. Os resultados foram expressos em A abs 420 ym min"' mg de proteina™ (Duangmal e

Apenten, 1999).



177

178

179

180

181

182

183

184

185

186

187

188

189

190

191

192

193

98

Analises estatisticas

Os ensaios de severidade foram conduzidos em delineamento inteiramente casualizado
totalizando cinco tratamentos, em cinco repeti¢cdes. A unidade experimental foi representada
por uma bandeja contendo dois frutos. A expressdo das enzimas catalase, peroxidase e
polifenoloxidase nas cascas dos mamoes tratados com A. nodosum foram conduzidas em

triplicatas.

Os dados resultantes dessas analises supracitadas, foram submetidos as analises de
variancia e as médias comparadas pelo teste de Tukey considerando o p < 0,05 (Godoy, 2001).

E ainda, submetidos a andlise de regressao polinomial (Toledo e Ovalle, 2008).

Resultados

Testes bioquimicos

Proteinas totais

O conteudo total de proteinas expressos ndo diferiram estatisticamente entre os
tratamentos. Esse foi o efeito da varidvel independente, que responde em 85% do total de
proteinas expressas, fortemente correlacionadas como demonstrado pelo valor de R*= 0,855 na

figura 1.
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y =-0,0077x2 + 0,0382x + 0,1358
R?=0,855
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0,05 -
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e L

(e} — [\
1 1

0,0% 0,1% 0,3% 0,5% 1,0%
Doses do extrato da alga marinha Ascophyllum nodosum
Fig. 1 Média do contetido total de proteinas expressas mg de protefna g de tecido fresco, extraida da casca
liofilizada de mamdes, cultivar ‘Golden’, tratados com diferentes concentracdes (%) do extrato de Ascophyllum
nodosum e inoculados com o fungo Colletotrichum sp. Médias seguidas pela mesma letra nio diferem
estatisticamente entre si (Tukey, p < 0,05). As barras representam o erro padrdo da média e a equagdo, a analise

de regressao polinomial. Fonte: Dados originais da pesquisa.

Atividade da catalase

A atividade enzimdtica da catalase, revelou que, para as condi¢cdes experimentais em
que estes testes foram conduzidos e para este patossistema, ndo houve diferenca estatistica entre
os tratamentos, como expressos na Figura 2. O efeito dos tratamentos € em funcdo da varidvel

resposta, ja que as varidveis estdo fortemente correlacionadas entre si (R?= 0,8048).
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Fig. 2 Média da atividade enzimatica da catalase expressas em unidades de CAT mg de protefna’, extraida da
casca liofilizada de mamdes, cultivar ‘Golden’, tratados com diferentes concentragdes (%) do extrato de
Ascophyllum nodosum e inoculados com o fungo Colletotrichum sp. (seis dias de crescimento). Médias seguidas
pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si (Tukey, p < 0,05). As barras representam o erro padrdo da

média e a equagdo, a andlise de regressdo polinomial. Fonte: Dados originais da pesquisa.

Atividade da guaiacol-peroxidase

A expressdao da enzima guaiacol-peroxidase (POX), obtida a partir do extrato proteico da casca
dos frutos tratados e inoculados, revelou uma tendéncia de maior atividade nos tratamentos que
receberam diferentes doses do extrato e menor no tratamento controle. A concentracao 0,1%
diferiu estatisticamente do tratamento controle, e também, foi o tratamento de maior expressao
desta enzima quando comparado com os demais tratamentos, nos quais houve um sensivel
decréscimo para a expressividade da guaiacol peroxidase. O efeito das doses do extrato estd
altamente correlacionado com esta expressividade enzimatica, considerando o R?=0,8776 da
equacdo polinomial, embora ndo tenha apresentado um perfil de expressdo crescente. O que
permite inferir que a dose de 0,1% foi, estatisticamente, a melhor eliciadora da atividade

enzimatica da guaiacol peroxidase para este patossistema (Fig. 3).
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Fig. 3 Média da atividade enzimdtica da guaiacol-peroxidase expressas em Aabs470nm min"' mg de proteina™,
extraida da casca liofilizada de mamdes da cultivar ‘Golden’, tratados com diferentes concentragdes (%) do extrato
de Ascophyllum nodosum e inoculados com o fungo Colletotrichum sp. (seis dias de crescimento). Médias seguidas
pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si (Tukey, p < 0,05). As barras representam o erro padrdo da

média e a equagdo, a andlise de regressdo polinomial. Fonte: Dados originais da pesquisa.

Atividade da polifenoloxidase

O perfil enzimético para polifenoloxidase (POL), nesse patossistema e para essas
condicdes experimentais, foi expressivo nos tratamentos que receberam as diferentes
concentragdes do extrato da alga, visto que a tendéncia de expressividade desta enzima foi

maior nestes tratamentos quando comparados ao tratamento controle.

A concentracado de 0,1% poderia ser a melhor dose indicada, por ser estatisticamente, a
que mais induziu a expressividade da polifenoloxidase associado a eficicia de consumir menor
quantidade de produto usado. Essa tendéncia é a mesma observada para a enzima guaiacol
peroxidase, o que reforca a teoria de que para este patossistema, esta dose seria o tratamento

mais eficiente, porém maiores pesquisas deverdo ser realizadas acerca da interacdo desse
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eliciador versus o patossistema estudado, considerando que nao houve reducio na severidade

da antracnose nos frutos.

As doses do extrato da alga estdo correlacionadas com a atividade enzimética da
polifenoloxidase expressas em Agbs420nm min"' mg de proteina™!, considerando que o valor de R?

= 0,7729 na equacgdo polinomial (Fig. 4).

700 - y =-33,339x2 + 229,46x + 135,65
R? = 0,7729

ab ab

600 -

500 A

400 A

300 -

200 A

100 -

Aabs420nm min - mg de proteina -!

0% 0,1% 0,3% 0,5% 1,0%
Doses do extrato da alga marinha Ascophyllum nodosum

Fig. 4 Média da atividade enzimdtica da polifenoloxidase (POL) expressas em Aabss20nm min”' mg de proteina™,
extraida da casca liofilizada de mamdes da cultivar ‘Golden’ tratados com diferentes concentragdes (%) do extrato
de Ascophyllum nodosum e inoculados com o fungo Colletotrichum sp. (seis dias de crescimento). Médias seguidas
pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si (Tukey, p < 0,05). As barras representam o erro padrdo da

média e a equacio, a andlise de regressdo polinomial. Fonte: Dados originais da pesquisa.

Avaliacio do efeito do produto sobre a severidade de Colletotrichum sp. nos frutos

Para esta varidvel, e para as condicdes experimentais em que esta pesquisa foi
conduzida, os tratamentos nao diferiram estatisticamente entre si € nem entre a testemunha, no

que se refere a inibi¢ao das lesdes nos frutos tratados com diferentes doses do extrato da alga.
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O baixo valor de (R*= 0,3631) expresso na equagio polinomial, indica que as concentracdes
utilizadas pouco interferiram no didmetro médio das lesoes (Fig. 5).

40 1 y =0,3591x - 1,7196x + 33,123 a
a

35 a R?=0,3631

a

30 A

25 A

20 A

15 A

Diametro médio das lesées (mm)

0% 0,1% 0,3% 0,5% 1,0%

Doses do extrato da alga marinha Ascophyllum nodosum

Fig. 5 Médias das lesdes causada pelo fungo Colletotrichum sp. em frutos de mamdo, cultivar ‘Golden’,
representadas em mm, causadas em frutos tratados com diferentes concentracdes (%) do extrato de Ascophyllum
nodosum. Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si (Tukey, p < 0,05). As barras
representam o erro padrdo da média e a equacdo, a andlise de regressdo polinomial. Fonte: Dados originais da

pesquisa.

Os resultados estatisticos confirmaram o perfil de crescimento observado ao final da
andlise das medi¢des, didaticamente representadas na figura 6, um fruto foi utilizado para
representar o comportamento geral das unidades experimentais e repeticdes dos diferentes

tratamentos com extrato da alga e tratamento controle.
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Fig. 6 Lesdes causadas pelo fungo Colletotrichum sp. em frutos de mamao, cultivar ‘Golden’, apds 6 dias de
inoculacdo, tratados com diferentes concentracdes (%) do extrato de Ascophyllum nodosum, e experimento

controle tratado somente com agua destilada. Fonte: DIAS, (2018).

Discussao

Esta pesquisa relacionou as respostas bioquimicas dos frutos de mamoeiro com a
severidade demonstrada pelo patégeno, e explica, com base em interpretacdes cientificas o

resultado da interacdo extrato versus patossistema.

Severidade de Colletotrichum sp.

Ali et al. (2016) observaram a redugdo da incidéncia da doenga causadas por Alternaria
solani e Xanthomonas campestris pv vesicatoria em plantas de tomate, com aplicagao foliar de
0,5% do extrato de A. nodosum, essa dosagem também influenciou no aumento de rendimento
dos frutos gerados por essas plantas, em até 42%. Gomes e Serra (2013) observaram que a
imersdo dos frutos de pimenta em solucdo na concentracio de 100 mL L' do produto Acadian®,
48 horas antes da inoculacdo de Colletotrichum gloeosporioides, reduziram a severidade das

lesdes, esses resultados contrastam com os obtidos por nossa pesquisa.

Nossos resultados também discordam dos dados de Ribeiro et al. (2016), estes autores
observaram um efeito inibidor do extrato de A. nodosum em lesdes causadas por inoculacao do
Colletotrichum gloeosporioides nos frutos de mamoes, porém, cabe ressaltar que a época de
aplicacio do produto (72 horas antes da inocula¢do), a dosagem utilizada (40 mL L), a cultivar
(Sunrise) e o isolado fungico diferem dos utilizados na nossa pesquisa, como demonstrado a
seguir: aplicagdo do produto 48 h antes da inoculagdo, dose maxima utilizada (10 mL L),
cultivar ‘Golden’ e o isolado de Colletotrichum sp. foi obtido para fins desta pesquisa, isolados

de frutos sintomaticos cultivar ‘Golden’.
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A ineficiéncia do extrato em inibir a severidade de Colletotrichum sp. constatada nesta
pesquisa pode ser explicada pela baixa dosagem utilizada, pelo método de inoculacgdo utilizado,
e pela alta capacidade de viruléncia observada em ensaios prévios com o patégeno isolado,
inclusive, esse fator foi o diferencial para a escolha deste isolado em relacio aos demais obtidos

durante a pesquisa.

Considerando o método de inoculacdo utilizado, podemos afirmar que o patégeno teve
facil acesso aos tecidos do hospedeiro o que favorece o seu estdgio necrotréfico, a auséncia do
estdgio biotréfico resulta numa interacdo desfavoravel ao hospedeiro que provavelmente ndo
pode reconhecer o fungo e ativar a biossintese de dcidos graxos, de cutina e de ceras, uma das
maneiras utilizadas pelo hospedeiro para efetivar respostas de defesa contra o patdgeno em

questdo (Alkan e Fortes, 2015).

Além disso, o processo natural de amadurecimento do mamao, um fruto climatério,
envolve a acdo de fitohormonios como etileno e o 4cido abscisico, que promovem a senescéncia
dos frutos, e também ativam os mecanismos de coloniza¢do dos patégenos necrotréficos como
o Colletotrichum sp. Qualquer alteracdo responsdvel por manter o patégeno latente durante a
fase imatura do fruto como: a reducdo da quantidade de fitoalexinas induzidas; aumento da
expressdo de enzimas responsaveis pelo amolecimento/amadurecimento de frutas carnudas
(Poligalacturonase, pectinases, pectatoliases, [-galactosidase, celulase), ocorrem com o
processo de maturacdo e dificultam a resisténcia dos frutos a patégenos, uma vez que, quanto
mais maduros estiverem os frutos maior serd a suscetibilidade ao ataque de microrganismos

(Prusky, 1996; Alkan et al., 2014).

Proteinas totais

Fatores bidticos e abidticos, externos ao organismo vegetal, podem provocar respostas

metabdlicas nas plantas e interferir, aumentando ou diminuindo o contetido de proteinas (Piza



309

310

311

312

313

314

315

316

317

318

319

320

321

322

323

324

325

326

327

328

329

330

106

etal. 2003; Soares e Machado, 2007; Nascimento e Barrigossi, 2014). Embora, seja reconhecida
a capacidade que polissacarideos algais possuem de estimular o acimulo de proteinas (Vera et
al. 2011), para esse patossistema, o extrato de A. nodosum nao interferiu no processo dinamico

proteico, visto que nao diferiu do tratamento controle.

Alamino et al. (2013) observou que ndo houve diferenca estatisticas na expressividade
de proteinas totais entre seus tratamentos com eliciadores e a testemunha, mas detectou
diferencas numéricas e estatisticas na resposta a enzimas estress oxidativas, corroborando com

nossas pesquisas.

Catalase

A atividade enzimatica da catalase, para as condicdes em estes testes foram conduzidos,
nao foi incrementada pelos tratamentos com a alga nos frutos. Davar et al. (2013) observaram
um aumento significativo da atividade da catalase (CAT) em resposta a infec¢@o por Sclerotinia
sclerotiorum no caule e nas folhas em cultivares resistentes de plantas de girassol e uma

diminui¢do dessa atividade em cultivar suscetivel, apds 6 horas de inoculagdo.

Com base na pesquisa desses autores, ndo podemos afirmar que ndo houve
expressividade desta enzima em nossos experimentos. Podemos sugerir que a pouca
representatividade da CAT e a insignificincia estatistica entre os tratamentos, podem ser
explicados pelo tempo em que foi avaliado essa atividade, é provdvel que a enzima tenha sido
expressa e reagido (reduzido) no decorrer do experimento, que durou por mais de sete dias, € o
nao incremento desse parametro também se justifica pela alta suscetibilidade apresentada pelos
frutos frente ao parasitismo de Colletotrichum sp. Maiores testes acerca desse parametro e desse

patossistema precisam ser investigados.
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Cabe ressaltar que, a interacdo patogeno/hospedeiro/agente indutor/condigdes
ambientais incluem efeitos que permitem interacdes altamente complexas, que dependem das
caracteristicas do patdgeno e do hospedeiro que se influenciam mutualmente e de modo

diferente em cada tipo de patossistema (Davar et al., 2013).

Melo (2017) observou que as doses do extrato de A. nodosum nas concentragdes de
0,3%; 0,5% e 1% induziram a atividade da CAT e aumentaram a capacidade antioxidativa das
mangas em resposta ao parasitismo de C. gloeosporioides, aos 3, 6,9 e 12 dia ap6s a inoculacio
do patdgeno. Essa resposta, como j4 supracitado, ndo foi a mesma observada nesta pesquisa

para o patossistema mamao versus Colletotrichum sp.

A baixa atividade da CAT, nos frutos de mamao infectados, nao inibiu a atividade do
peréxido de hidrogénio (H202) que causa destrui¢do celular e pouca resisténcia do hospedeiro
ao parasitismo (Soares e Machado 2007; Jindrichova et al. 2011), esse fato justifica a

suscetibilidade observada nos testes de severidade in vivo desta pesquisa.

Guaiacol peroxidase

O produto acresce a atividade das enzimas guaiacol peroxidase e polifenoloxidase nesta
pesquisa. Sendo a concentracdo de 0,1% a melhor eliciadora. Porém, essa expressao nao foi o

suficiente para suprimir a patogenicidade de Colletotrichum sp. nos frutos de mamoes.

Virios autores correlacionaram o aumento expressivo da Peroxidase, induzido por
tratamentos com o extrato de A. nodosum, e inibindo a severidade da doengca em outros
patossistemas (Lizzi et al., 1998; Jayaraj et al., 2008; Ali et al., 2015). Davar et al. (2013)
observaram expressdo de maior atividade da guaiacol peroxidase em plantas de girassol que
demonstraram resisténcia a Sclerotinia sclerotiorum, 6 horas apds a inoculagdo. Melo (2017),

que observou um efeito da dose de 1,0% em todos os periodos avaliados, como a melhor
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indutora desta enzima em frutos de manga contra o parasistismo de C. gloeosporioides, esses

dados diferem dos resultados obtidos em nossa pesquisa.

A peroxidase € uma enzima antioxidante que contribui para o controle de espécies
reativas de oxigénio (EROs) nas plantas (Barbosa et al., 2014), e para o fortalecimento de
parede celular e lignina. Essas caracteristicas lhe atribui o papel importante de defesa das
plantas ao ataque de patégenos (Asada, 1974). O aumento de sua atividade também estd
relacionado com ferimento causado nos frutos e indica oxidacdo de compostos fendlicos e
producgdo de lignina em resposta, produzidas através da comunicacdo celular que ativam de

células vizinhas (Souza et al. 1999; Campos et al., 2004).

Alamino et al. (2013) relacionaram a redu¢do da severidade em frutos de macas com o
processo de inducdo de resisténcia sist€émica adquirida, provocada pelo aumento da atividade

da enzima peroxidase em resposta ao parasitismo de C. gloeosporioides.

Felipini; Di Piero (2009), na tentativa de induzir resisténcia em frutos de magas contra
Colletotrichum acutatum, observaram que houve aumento da atividade de peroxidases para o
reparo do tecido lesionado, mas que essa expressdao da enzima ndo foi devido ao tratamento
com o eliciador. Nos permitindo inferir que mesmo que a enzima seja expressa € permaneca
elevada, nem sempre agird em funcdo da inibicdo da severidade patogénica, garantindo

resisténcia induzida (Dalisay e Kuc, 1995).

Embora tenha sido eliciada uma resposta enzimdtica para Peroxidase (POX)
significativamente diferente do controle na dose de 0,1%, ndo foi o suficiente para suprimir a

patogenicidade de Colletotrichum sp. nos frutos de mamaes.
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Polifenoloxidase

Melo (2017) observou maior expressividade da polifenoloxidase a medida em que
aumentava as doses de A. nodosum, esse autor avaliou esse comportamento ao 3, 6,9 e 12 dia
de coleta, em que essa resposta se manteve. Jayaraj et al. (2008) tratou plantas de cenoura com
extrato de A. nodosum e observou aumento estavel da atividade enzimética da polifenoloxidase
prolongado por até 72 horas e um consequente acimulo de compostos fendis no organismo

vegetal.

Ali et al. (2016) também observaram valores significativamente maiores desta enzima
e acimulo de fendis em plantas de tomate tratadas com A. nodosum quando comparadas ao
controle e afirmaram que o extrato atuou com eliciador de resisténcia nessas plantas, contra a
severidade das doencas foliares causadas por Alternaria solani e Xanthomonas campestris pv
vesicatoria, a dose de 0,5% foi capaz de reduzir as doencas em até 63% e 44%, respectivamente.
Esses autores também investigaram os niveis transcritos de genes marcadores e observaram

uma regulacdo positiva do 4cido jasmonico e etileno em favorecimento das vias de defesa.

Subramanian et al. (2011) observaram respostas de defesas em plantas de Arabidopsis
thaliana tratadas com A. nodosum contra a Pseudomonas syringae pv tomato e Sclerotinia sp.

promovidas pelo do 4cido jasmonico.

O 4cido jasmonico, dcido salicilico e etileno sdo considerados os principais responsdveis
pela ativacdo e controle dos mecanismos que envolvem a resisténcia sistémica induzida, esta
resisténcia ocorre sistematicamente em locais diferentes a regido de ataque do patégeno

(Senthilraja et al., 2013; Ali et al., 2015).



396

397

398

399

400

401

402

403

404

405

406

407

408

409

410

411

412

413

414

415

416

417

418

110

Kauss e Jeblick (1996) trataram plantas de pepino com acido salicilico e observaram
uma ripida formacio de perdxido de hidrogénio nos tecidos em reposta a uma das espécies

reativas de oxigénio capaz de destruir patdgenos e células vegetais.

Dentre os polissacarideos encontrados em A. nodosum, as fucanas e laminarinas sao
responsaveis pela resposta eliciadora, por estimularem o acimulo do 4cido salicilico e proteinas

relacionadas a patogé€nese (Klarzynski et al., 2003).

Embora tenha sido eliciada uma resposta enzimdtica para polifenoloxidase (POX),
significativamente diferente do controle na dose de 0,1% e 0,3%, ndo foi o suficiente para
suprimir a patogenicidade de Colletotrichum sp. nos frutos de mamoes, podemos inferir que
deve existir um equilibrio de expressividade no teor dos fitohormdnios (etileno, 4cido abscisico
e acido jasmonico) e producdo de lignina para que a resposta de defesa seja efetiva contra o
patégeno, porém, as interacdes ocorrentes no processo natural de amadurecimento do mamao,
ndo favoreceram esse processo, estes hormdnios ao promoverem a senescéncia dos frutos,

favoreceram os mecanismos de colonizacdo do patégeno.

Além disso, o Colletotrichum sp. aumenta seu parasitismo necrotréfico por secretar
amonia que ativa a NADPH oxidase, que resulta em explosao oxidativa e destrui¢ao das células
vegetais (Alkan e Fortes, 2015). Este comportamento de liberacdo de amonia pelo fungo
Colletotrichum sp., se deve ao seu potencial alcalinizante, que € induzido em ambientes 4cidos,

que € o caso do fruto do mamao, onde o pH varia de 4,9 a 5,1 (Alkan et al., 2008).

Contudo, a agressividade patogénica deste fungo pode variar nos diferentes
patossistemas, isto € possivel considerando a sua grande variabilidade genética (Andrade et al.,
2007). Constabel e Ryan (1998) afirmam que a intensidade de indu¢do da polifenoloxidase

também € varidvel entre as familias e espécies de plantas.
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Este € o primeiro estudo que caracteriza a interacdo bioquimica de mamoes sob efeito
do extrato da alga marinha Ascophyllum nodosum na pds-colheita. Portanto, o uso de maiores
dosagens do extrato deve ser investigado, visto que ndo houve reducdo na severidade da
antracnose nos frutos. Isso evidencia que o produto ndo pode ser indicado para o tratamento
dessa doenca no mamao, considerando as condi¢des experimentais envolvidas nesta pesquisa.
Outras pesquisas devem ser desenvolvidas acerca dos mecanismos envolvidos nessa interagao:

eliciador versus o patossistema estudado para maiores esclarecimentos.
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5. CONCLUSOES GERAIS

In vitro

As doses do extrato de A. nodosum ndo interferem na diminuicdo do perfil de
crescimento micelial total e didrio do patégeno, e nem sobre a capacidade de adesdo dos
propagulos infectivos do fungo, nas condi¢des em que estes ensaios foram conduzidos.

No entanto, o extrato inibe a esporulacdo e germinagdo, sendo a dose 0,5% a mais
eficiente, considerando o ponto de vista econdmico e as condi¢des em que estes ensaios foram

realizados.
In vivo

Nao foi detectada atividade da catalase nos frutos tratados com o extrato. O produto
acresce a atividade das enzimas guaiacol peroxidase e polifenoloxidase. Sendo a concentragao
de 0,1% a melhor eliciadora. Porém, essa expressdo ndo foi o suficiente para suprimir a
patogenicidade de Colletotrichum sp. nos frutos de mamaoes, para as condi¢cOes em estes testes

foram conduzidos.

O uso da alga A. nodosum nao interfere no padrao de qualidade exigido para o consumo,
quanto aos valores de pH e ATT. A dose 0,3%, em SST, demonstra que houve um retardo no
processo de maturacao dos frutos, o que a nivel de pds-colheita € uma excelente caracteristica,
pois permite uma maior durabilidade dos frutos nas prateleiras, resultando em maiores
rendimentos econdmicos. O extrato de A. nodosum nao altera o teor de carotenoides nos frutos
do mamoeiro.

Contudo, ndo houve reducdo na severidade da antracnose nos frutos e um aumento
expressivo de perda de massa fresca para o tratamento com a dose de 0,5% do extrato, o produto
nao pode ser indicado para o tratamento dessa doenga no mamao na pos-colheita, considerando
as condi¢des experimentais envolvidas nesta pesquisa. O uso de maiores dosagens do extrato e
melhores esclarecimentos acerca dos mecanismos envolvidos na fisiologia do patégeno devem

ser investigados.
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ANEXOS

Anexo 1: Curva padriao I BSA (Bovine Serum Albumin) utilizada para quantificacio de proteinas pelo
método Bradford concentrado, e avaliagdo da peroxidase, Abs_595.

Curva padrio BSA y=0.6136x - 0.4261
R*=0.9847

Abs 595 nm
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Anexo 2: Curva padrido I BSA (Bovine Serum Albumin) utilizada para quantificacdo de proteinas pelo
método Bradford concentrado, e avaliacio da catalase, peroxidase e polifenoloxidase, Abs_595.
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Anexo 3: Normas das revistas
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Sequéncias

As sequencias devem ser depositadas no GenBank, o alinhamento completo dos conjuntos de dados
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de revisdo.
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Trabalhos de pesquisa descrevendo pesquisas originais devem abordar problemas biolégicos. Devem
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existente. Os trabalhos de pesquisa ndo devem exceder vinte pdginas de texto impresso, incluindo
tabelas, figuras e referéncias (uma pagina de texto impresso = aproximadamente 600 palavras).

Submissao de manuscrito

A submissao de um manuscrito implica: que o trabalho descrito ndo tenha sido publicado antes; que ndo
estd sob consideracdo para publicagdo em nenhum outro lugar; que sua publicagdo tenha sido aprovada
por todos os coautores, se houver, bem como pelas autoridades responsdveis - tacitamente ou
explicitamente - no instituto onde o trabalho foi realizado. O editor ndo serd considerado legalmente
responsdvel por eventuais reclamagdes de compensagao.

Permissoes

Os autores que desejarem incluir figuras, tabelas ou passagens de texto que ja tenham sido publicados
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on-line e incluir provas de que tal permissdo foi concedida ao enviar seus artigos. Qualquer material
recebido sem tal evidéncia serd assumido como originario dos autores.

Submissao Online

Por favor, siga o hiperlink “Enviar on-line” a direita e faca o upload de todos os seus arquivos do
manuscrito seguindo as instrucdes dadas na tela.

Anotacdes importantes

Ap6s o envio, os enderecos de e-mail de todos os autores serdo solicitados. Ao final do processo de
submiss@o, o autor correspondente receberd um e-mail de confirmacdo e todos os co-autores serdao
contatados automaticamente para confirmar sua afiliagdo ao trabalho submetido.
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Por favor, note que € obrigatdrio usar a numeragédo de linhas para o manuscrito. Se um manuscrito nao
tiver nimeros de linha, ele sera devolvido ao autor.

Folha de rosto

A pégina de titulo deve incluir:

O nome do (s) autor (es)

Um titulo conciso e informativo

A (s) afiliacdo (des) e endereco (s) do (s) autor (es)

O endereco de e-mail e o (s) nimero (s) de telefone do autor correspondente
Se disponivel, a ORCID de 16 digitos do (s) autor (es)
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Por favor, forneca um resumo de 150 a 250 palavras. O resumo nio deve conter abreviacdes indefinidas
ou referéncias néo especificadas.

Palavras-chave

Por favor, forneca 4 a 6 palavras-chave que podem ser usadas para fins de indexacao.
Texto

Formatagdo de texto
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comandos para recuos, ndo a barra de espaco.

Use a funcdo de tabela, ndo planilhas, para criar tabelas.
Use o editor de equagdes ou MathType para equagdes.

Salve seu arquivo em formato docx (Word 2007 ou superior) ou em formato doc (versdes mais antigas
do Word).

Manuscritos com conteido matematico também podem ser enviados no LaTeX.

Pacote macro LaTeX (zip, 182 kB)

Abreviaturas

Abreviaturas devem ser definidas na primeira mencao e usadas consistentemente a partir de entao.
Notas de rodapé

Notas de rodapé podem ser usadas para fornecer informagdes adicionais, que podem incluir a citacao de
uma referéncia incluida na lista de referéncias. Eles ndo devem consistir apenas de uma citacdo de
referéncia, e nunca devem incluir os detalhes bibliogréficos de uma referéncia. Eles também nio devem
conter nimeros ou tabelas.

Notas de rodapé para o texto sdo numeradas consecutivamente; aqueles para tabelas devem ser indicados
por letras mintsculas sobrescritas (ou asteriscos para valores de significincia e outros dados
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Sempre use notas de rodapé em vez de notas de fim.

Agradecimentos
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Para os autores que usam o EndNote, o Springer fornece um estilo de saida que suporta a formatacao de
citacdes no texto e lista de referéncia.

Estilo EndNote (zip, 3 kB)

Tabelas

Todas as tabelas devem ser numeradas usando algarismos ardbicos.

As tabelas devem sempre ser citadas em texto em ordem numérica consecutiva.

Para cada tabela, fornega uma legenda da tabela (titulo) explicando os componentes da tabela.

Identifique qualquer material publicado anteriormente, fornecendo a fonte original na forma de uma
referéncia no final da legenda da tabela.

As notas de rodapé das tabelas devem ser indicadas por letras mintdsculas sobrescritas (ou asteriscos
para valores de significincia e outros dados estatisticos) e incluidas abaixo do corpo da tabela.

Submissao Eletronica de Figuras
Forneca todas as figuras eletronicamente.
Indique qual programa gréfico foi usado para criar o trabalho artistico.

Para grificos vetoriais, o formato preferido é EPS; para meios-tons, use o formato TIFF. Arquivos
MSOffice também sdo aceitdveis.

Gréficos vetoriais contendo fontes devem ter as fontes incorporadas nos arquivos.
Nomeie seus arquivos de figura com "Fig" e o nimero da figura, por exemplo, Figl.eps.
Numeraciao de Figuras

Todas as figuras devem ser numeradas usando algarismos arabicos.

As figuras devem ser sempre citadas em texto em ordem numérica consecutiva.

As partes da figura devem ser indicadas por letras mintisculas (a, b, c, etc.).

Se um apéndice aparecer em seu artigo e contiver uma ou mais figuras, continue a numeracao
consecutiva do texto principal. Nao numere os niimeros do apéndice,

"Al, A2, A3, etc." Os nimeros em apéndices on-line (material suplementar eletronico) devem, no
entanto, ser numerados separadamente.

Legenda das figuras

Cada figura deve ter uma legenda concisa descrevendo com precisio o que a figura descreve. Inclua as
legendas no arquivo de texto do manuscrito, ndo no arquivo de figura.

As legendas das figuras comecam com o termo Fig. Em negrito, seguido pelo nimero da figura, também
em negrito.

Nenhuma pontuagdo deve ser incluida apds o nimero, nem qualquer pontuacdo deve ser colocada no
final da legenda.

Identifique todos os elementos encontrados na figura na legenda da figura; e use caixas, circulos, etc.,
como pontos de coordenadas em graficos.

Identifique o material publicado anteriormente, fornecendo a fonte original na forma de uma citacio de
refer€ncia no final da legenda da figura.
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Figura de colocacio e tamanho

As figuras devem ser enviadas separadamente do texto, se possivel. Ao preparar suas figuras,
dimensione as figuras para ajustd-las na largura da coluna. Para a maioria dos periédicos, os nimeros
devem ter 39 mm, 84 mm, 129 mm ou 174 mm de largura e ndo mais de 234 mm. Para livros e revistas
do tamanho de livros, os nimeros devem ter 80 mm ou 122 mm de largura e ndo mais de 198 mm.

Acessibilidade

A fim de dar as pessoas de todas as habilidades e incapacidades acesso ao contetido das suas figuras,
certifique-se de que

Todas as figuras t€m legendas descritivas (usudrios cegos poderiam entdo usar um software de texto
para fala ou um hardware de texto para Braille)

Os padrdes sdo usados em vez de ou em adi¢do as cores para transmitir informagdes (usuérios daltonicos
poderiam entdo distinguir os elementos visuais)

Qualquer figura de figura tem uma taxa de contraste de pelo menos 4,5: 1
Material Suplementar Eletronico

Springer aceita arquivos multimidia eletronicos (animagdes, filmes, dudio, etc.) e outros arquivos
suplementares para serem publicados on-line, juntamente com um artigo ou capitulo de um livro. Esse
recurso pode adicionar dimensao ao artigo do autor, pois certas informagdes ndo podem ser impressas
ou sdo mais convenientes em formato eletronico.

Antes de enviar conjuntos de dados de pesquisa como material suplementar eletrdnico, os autores devem
ler a politica de dados de pesquisa da revista. Encorajamos os dados de pesquisa a serem arquivados nos
repositérios de dados sempre que possivel.

Submissao
Forneca todo o material suplementar em formatos de arquivo padrao.

Por favor, inclua em cada arquivo as seguintes informacdes: titulo do artigo, nome do peridédico, nomes
dos autores; afiliacdo e endereco de e-mail do autor correspondente.

Para acomodar os downloads de usudrios, lembre-se de que arquivos de tamanho maior podem exigir
tempos de download muito longos e que alguns usudrios podem ter outros problemas durante o
download.

Audio, Video e Animagoes

Propor¢do: 16: 9 ou 4: 3

Tamanho maximo do arquivo: 25 GB

Dura¢do minima do video: 1 seg

Formatos de arquivo suportados: avi, wmv, mp4, mov, m2p, mp2, mpg, mpeg, flv, mxf, mts, m4v, 3gp
Texto e Apresentacoes

Envie seu material em formato PDF; Os arquivos .doc ou .ppt ndo sdo adequados para a viabilidade a
longo prazo.

Uma colegao de figuras também pode ser combinada em um arquivo PDF.
Planilhas
As planilhas devem ser enviadas como arquivos .csv ou .xIsx (MS Excel).

Formatos Especializados
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Formatos especializados, como .pdb (quimico), .wrl (VRML), .nb (caderno Mathematica) e .tex também
podem ser fornecidos.

Coletando Miiltiplos Arquivos
E possivel coletar varios arquivos em um arquivo .zip ou .gz.
Numeracao

Se fornecer qualquer material suplementar, o texto deve mencionar especificamente o material como
uma citagdo, semelhante a figuras e tabelas.

Consulte os arquivos suplementares como "Recurso on-line", por exemplo, "... conforme mostrado na
animacdo (Recurso on-line 3)", "... dados adicionais sdo fornecidos no Recurso on-line 4".

Nomeie os arquivos consecutivamente, por exemplo "ESM_3.mpg", "ESM_4.pdf".

Legendas

Para cada material suplementar, forneca uma legenda concisa descrevendo o contetido do arquivo.
Processamento de arquivos suplementares

Material suplementar eletrdnico serd publicado como recebido do autor sem qualquer conversao, edicao
ou reformatacio.

Acessibilidade

Para permitir que pessoas com todas as habilidades e deficiéncias acessem o contetido de seus arquivos
suplementares, certifique-se de que

O manuscrito contém uma legenda descritiva para cada material suplementar

Os arquivos de video nio contém nada que pisque mais de trés vezes por segundo (para que 0s usudrios
propensos a ataques causados por esses efeitos ndo sejam colocados em risco)

Responsabilidades Eticas dos Autores

Esta revista estd empenhada em defender a integridade do registro cientifico. Como membro da
Comissdo de Etica na Publicagcdo (COPE), a revista seguira as diretrizes da COPE sobre como lidar com
possiveis atos de ma conduta.

Os autores devem abster-se de deturpar resultados de pesquisa que possam prejudicar a confianca na
revista, o profissionalismo da autoria cientifica e, finalmente, todo o esforco cientifico. A manutencio
da integridade da pesquisa e sua apresentacdo podem ser alcangadas seguindo as regras da boa prética
cientifica, que incluem:

O manuscrito nao foi submetido a mais de um peridédico para consideracdo simultanea.

O manuscrito ndo foi publicado anteriormente (parcial ou integralmente), a menos que o novo trabalho
se refira a uma expansao do trabalho anterior (favor fornecer transparéncia sobre a reutilizacdo de
material para evitar a sugestdo de reciclagem de texto (“auto-plagio”) ).

Um tnico estudo ndo € dividido em vdarias partes para aumentar a quantidade de submissdes e submeté-
las a vérios periddicos ou a um periédico ao longo do tempo (por exemplo, “publicagdo de salame”).

Nenhum dado foi fabricado ou manipulado (incluindo imagens) para apoiar suas conclusdes

Nenhum dado, texto ou teorias de outros sdo apresentados como se fossem do proprio autor (“plagio”™).
Devem ser dados agradecimentos apropriados a outras obras (isso inclui material que é copiado de perto
(quase textualmente), resumido e / ou parafraseado), aspas sdo usadas para copiar textualmente o
material e as permissdes sdo garantidas para o material que € protegido por direitos autorais.
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Nota importante: a revista pode usar software para rastrear plagio.

O consentimento para enviar foi recebido explicitamente de todos os co-autores, bem como das
autoridades responsdveis - tacitamente ou explicitamente - no instituto / organizagdo onde o trabalho foi
realizado, antes de o trabalho ser submetido.

Os autores cujos nomes aparecem na submiss@o contribuiram suficientemente para o trabalho cientifico
e, portanto, compartilham a responsabilidade coletiva e a responsabilidade pelos resultados.

Os autores sao fortemente aconselhados a garantir o grupo de autores correto, o autor correspondente e
a ordem dos autores no momento da submissdo. Mudangas de autoria ou na ordem dos autores nio sio
aceitas ap6s a aceitagdo de um manuscrito.

Adicionar e / ou excluir autores e / ou alterar a ordem dos autores no estigio de revisdo pode ser
justificadamente justificado. Uma carta deve acompanhar o manuscrito revisado para explicar o motivo
da (s) alteracdo (Ges) e o papel da contribuicdo do (s) autor (es) adicionado (s) e / ou excluido (s).
Documentagdo adicional pode ser necessaria para apoiar o seu pedido.

Solicitacdes de adi¢ao ou remocgao de autores como resultado de disputas de autoria apds aceitacio sio
honradas apds notificagdo formal pelo instituto ou 6rgdo independente e / ou quando houver
concordancia entre todos os autores.

A pedido, os autores devem estar preparados para enviar documentacio ou dados relevantes, a fim de
verificar a validade dos resultados. Isso pode estar na forma de dados brutos, amostras, registros, etc.
Informagdes confidenciais na forma de dados confidenciais proprietarios sdo excluidas.

Se houver suspeita de ma conduta, a revista realizard uma investigagio seguindo as diretrizes da COPE.
Se, ap6s investigacdo, a alegac@o parecer suscitar preocupagoes vélidas, o autor acusado serd contactado
e tera a oportunidade de abordar a questdo. Se a ma conduta foi estabelecida além de qualquer divida,
isso pode resultar na implementacdo do Editor-chefe das seguintes medidas, incluindo, mas ndo limitado
a:

Se o artigo ainda estiver sob consideracio, ele podera ser rejeitado e devolvido ao autor.

Se o artigo ja tiver sido publicado on-line, dependendo da natureza e gravidade da infracdo, serd feita
uma errata com o artigo ou, em casos graves, ocorrera a retratacdo completa do artigo. A razdo deve ser
dada na nota de errata ou de retratacio publicada. Observe que a retracao significa que o papel € mantido
na plataforma, com marca d'dgua "retraida" e a explicagcdo para a retragdo € fornecida em uma nota
vinculada ao artigo com marca d'dgua. A institui¢cdo do autor pode ser informada.

Ciencia o Aarotecnoloai
INSTRUCC)ES AOS AUTORES

Formularios e preparacio de manuscritos
1. Os conceitos e conclusdes incluidos nos trabalhos sdo de inteira responsabilidade dos autores.

2. Ciéncia e Agrotecnologia é uma revista cientifica editada trimestralmente pela Editora da
Universidade Federal de Lavras (Editora UFLA). Publica trabalhos cientificos nas areas de Ciéncias
Agrarias, Zootecnia e Veterindria, Ciéncia e Tecnologia de Alimentos, Economia ¢ Administragao do
Agronegocio, Engenharia Rural, elaborados por pesquisadores de comunidades cientificas nacionais e
internacionais. A submissido de um manuscrito a este periédico exige que ele ndo tenha sido publicado
nem esteja sob consideracdo para publicagdo em outro lugar. Apds a aceitagdo para publicacio, os
autores atribuem a revista direitos autorais completos do manuscrito em todos os idiomas e paises.
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3. Processo de publicacdo: Os manuscritos submetidos serdo encaminhados ao corpo editorial para
serem inicialmente avaliados em termos de relevincia comparativa para outros trabalhos da mesma drea
que foram submetidos para publicacdo. Se for considerado relevante, o trabalho serd submetido a
revisores cegos. Se aprovado e se necessdrio, 0 manuscrito pode retornar ao autor correspondente para
correcdes. Se as corre¢des ndo forem retornadas dentro do prazo exigido, o processo de publicacdo serd
automaticamente cancelado. As corre¢des solicitadas ndo atendidas sem justificativa também podem
levar a anulacdo. Apds estas revisdes, o manuscrito receberd corre¢des de nomenclatura cientifica,
inglés, referéncias e portugués. Apds essas corre¢des, 0 manuscrito serd editado e publicado.

4. Custo da publicagdo: O custo para publicagdo é de US $ 15,00 (quinze ddlares) por pagina editada
(pagina impressa no formato final) até seis paginas e US $ 30,00 (trinta délares) para cada péagina
adicional. Uma taxa ndo reembolsdvel de US $ 30,00 (trinta délares) deve ser paga no momento do
envio, que serd descontado do custo final do manuscrito editado (formato final). Na apresentagado, o
recibo do depdsito bancério ou transferéncia bancéria (a pagar ao FUNDECC / Livraria, Banco do
Brasil, Agéncia 0364-6; Conta nimero 75.353-X) deve ser enviado em anexo no campo “Upload de
Arquivo”.

5. Os manuscritos devem ser submetidos eletronicamente (www.editora.ufla.br), redigidos em inglés e
utilizar apenas abreviagdes e nomenclaturas convencionais, sem abreviaturas no titulo. Os manuscritos
devem ser editados usando o programa Microsoft Word para Windows em papel tamanho A4 (21 cm x
29,7cm), espago duplo usando fonte Times New Roman, tamanho 12, com uma margem de 2,5 cm no
lado esquerdo e direito, e na parte superior e margens mais baixas, cabecalho e nota de rodapé. O
manuscrito ndo deve exceder no maximo 25 paginas e uma carta deve ser enviada ao Editor solicitando
sua publicagdo.

Todos os autores devem assinar a carta de submissdo, contendo o nome completo do autor sem
abreviacdes, grau de titulo e endereco de trabalho (rua, nimero, cédigo postal, cidade, estado, pais e e-
mail). No envio, este documento deve ser anexado no campo “Carta de Apresentacdo”. Qualquer outra
insercdo, exclusao ou alteracdo na ordem dos autores deve ser informada por um documento assinado
por todos os autores (incluindo o autor excluido, se for o caso).

6. Cada manuscrito deve ser organizado no seguinte formato:

a) TITULO (letras maidsculas) suficientemente claro; conspicuo e completo, sem abreviagdes e palavras
supérfluas, escrito em inglés e portugué€s. Recomenda-se comegar com o termo que representa o aspecto
mais importante, com outros termos em diminuicdo de importancia;

b) Nome (s) completo (s) do (s) autor (es) (sem abreviaturas) no lado direito com um nome abaixo do
primeiro. O manuscrito deve ter no maximo 6 (seis) autores;

¢) ABSTRACT deve ser escrito continuamente em um paragrafo e ndo deve exceder 250 palavras. Pelo
menos, deve conter uma breve introdugfo, objetivo (s) e principais resultados,

d) INDICE TERMOS com 3 a 5 palavras-chave que expressem o contetido do trabalho e sejam
diferentes daquelas utilizadas no titulo e separadas por virgula;

e) RESUMO (resumo traduzido para o portugués);

f) TERMOS PARA INDEXACAO (termos indexados traduzidos para o portugués);
g) INTRODUCAO (incluindo revisdo de literatura e objetivos);

h) MATERIAL E METODOS;

i) RESULTADOS E DISCUSSAO (pode incluir tabelas e figuras);

j) CONCLUSAO (S);

k) RECONHECIMENTO (S) (opcional) com estilo escrito sério e claro, indicando o (s) motivo (s) do
(s) reconhecimento (s);
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1) REFERENCIAS (sem citagdes de teses, dissertacdes e / ou resumos).

7. NOTA LEGAL: Deve conter titulo de titulo (MS, PhD, Dr, etc), instituicao de trabalho com endereco
completo (rua, nimero, CEP, caixa postal, cidade, estado, pais) e e-mail do correspondente. autor.

8. TABELAS: Devem conter um titulo claro e conciso, sendo explicativo. Tabelas ndo devem conter
linhas verticais. As linhas horizontais devem separar o titulo dos dados apresentados e na parte inferior
da tabela. Tabelas devem ser feitas no Microsoft Word (tabela - tabela de inser¢ao), com cada valor
inserido em uma tnica célula, localizada centralmente.

9. FOTOGRAFIAS, GRAFICOS, FIGURAS, SIMBOLOS OU FORMULAS CONTIDAS NO PAPEL
DEVEM SEGUIR AS REGRAS ABAIXO:

As figuras listadas acima devem ser inseridas apds sua citacdo no texto e também enviadas em arquivos
separados anexados ao campo ARQUIVOS DE MANUSCRITOS.

9.1. As fotografias podem ser coloridas ou em preto e branco, claras e com contraste, inseridas no texto
apoOs sua citagdo e também em um arquivo separado, salvo na extensdo “TIFF” ou “JPEG” com
resolucdo de 300 dpi. As cOpias de imprensa sé publicam fotografias em preto e branco.

9.2. As figuras podem ser coloridas ou em preto e branco, claras e com contraste, inseridas no texto apos
a citacdo e também em um arquivo separado, salvo na extensdao “TIFF” ou “JPEG” com resolugdo de
300 dpi. Eles devem ser descritos usando fonte Times New Roman, tamanho 10, sem negrito, sem caixa
de texto e organizados em ordem. As cOpias de imprensa sé publicam figuras em preto e branco.

9.3. Os gréaficos devem ser inseridos no texto apds a citacdo. Os graficos devem ser descritos
preferencialmente no Excel, utilizando fonte Times New Roman, tamanho 10, sem negrito, salvos em
extensdo XLS e transformados em arquivos TIFF ou JPG com resolucdo de 300 dpi.

9.4. Simbolos e Férmula Quimica devem ser apresentados usando um processador de texto que permite
edi¢do para o Adobe InDesign CS6 (ex: MathType), mantendo seu layout original.

10. CITACAO NO TEXTO PELO SISTEMA ALFABETICO (AUTOR DATA)
Dois autores: Davis e Jones (2014).

Trés autores: Silva, Pazeto e Vieira (2013).

Mais de trés autores: Ribeiro et al. (2014).

[IP% L)

Nota: Quando dois autores da mesma obra sdo citados, devem ser separados por “e”, se ndo estiverem
incluidos na sentenga, devem ser separados por “;”. Outras cita¢cdes no mesmo texto, devem apresentar
os autores em ordem alfabética de seus sobrenomes, seguidos de data e separados por *“;”: Aratijo (2010);
Nunes Junior (2011); Pereira (2012) e Souza (2013).

11. REFERENCIAS: Todas as referéncias e suas citagdes corretas no texto sio de responsabilidade do
(s) autor (es).

Informacdo geral:
- O nome do periddico deve estar completamente escrito (sem abreviagdes) em negrito.

- Todas as referéncias devem listar o volume da revista, edi¢do (entre par€nteses), paginas inicial e final
e ano de publicacao.

- As referéncias devem ser colocadas em ordem alfabética, alinhadas & esquerda e simples espacadas
em uma referéncia e espacadas duplas entre as referéncias.

EXEMPLOS (TIPOS MAIS COMUNS).
PAPEL DO JORNAL:

- até trés autores:
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PINHEIRO, A. C.M .; NUNES, C. A .; VIETORIS, V. Sensomaker: uma ferramenta para caracterizagio
sensorial de produtos alimentares.Ciéncia e Agrotecnologia, 37 (3): 199-201, 2013.

-Mais de trés autores:

MENEZES, M. de de et al. Abordagem de mapeamento digital de solos baseada em logica fuzzy e
conhecimento de especialistas em campo. Ciéncia e Agrotecnologia, 37 (4): 287-298, 2013.

LIVRO

a) livro completo:

FERREIRA, D.F. Estatistica multivariada. Lavras: Editora UFLA, 2008. 672p.
b) Capitulo de livro com autores especificos:

BERGEN, W.G .; MERKEL, R.A. Acréscimo de proteinas. Em: PEARSON, A.M .; DUTSON, T.R.
Regulacdo do crescimento em animais de producgdo: avangos na pesquisa de carnes. Londres: Elsevier
Science, 1991. v.7, p.169-202.

c¢) Capitulo do livro sem autores especificos:

JUNQUEIRA, L.C .; CARNEIRO, J. Tecido muscular. Em: . Histologia bésica. 11.ed. Rio de
Janeiro: Guanabara Koogan, 2008. 524p.

DISSERTACAO E TESE:

Nao deve ser citado.

RESUMOS PUBLICADOS EM CONGRESSOS OU OUTROS EVENTOS:
N3ao deve ser citado.

DOCUMENTOS ELETRONICOS:

Os estudos publicados apenas online sdo referenciados de acordo com as regras especificas para cada
tipo de documento, com a adicdo das informacdes de endereco eletrdnico apresentadas em (<>)
precedidas da expressdo “Disponivel em” e a data em que o documento foi acessado, precedido pela
expressao : “Acessado em:”. Nota: Nao ¢ recomendado fazer referéncia a material eletronico de curta
durac@o na web. De acordo com os padrdes internacionais, a divisdo do endereco eletrdonico no final da
linha deve ser sempre ap6s a barra (/).

a) LIVRO COMPLETO:

TAKAHASHI, T. (Coord.). Tecnologia em foco. Brasilia, DF: Socinfo / MCT, 2000. Disponivel em:
<http // www.socinfo.org.br>. Acesso em: 22 de agosto de 2000.

b) PARTE DE UM LIVRO

TAKAHASHI, T. Mercado, trabalho e oportunidades. Em: . Sociedade do conhecimento no
Brasil: livio verde. Brasilia, DF: Socinfo / MCT, 2000. cap.2. Disponivel em:
<http://www.socinfo.gov.br>. Acesso em: 22 de agosto de 2000.

¢) PAPEL JORNAL (ACESSO ONLINE):

AVELAR, A.E.de; REZENDE, D.C.de. Hébitos alimentares fora do lar: um estudo de caso em Lavras
MG. Organizacoes Rurais &Agroindustriais. 15(1):137-152, 2013.Available at:
<http://revista.dae.ufla.br/index.php/ora/article/view/652> Accessed on: August, 18, 2014.
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TROPICAL

Plant

“—= Dathology

=

Escopo e politica

O objetivo da Tropical Plant Pathology, revista internacional bimestral da Sociedade Brasileira de
Fitopatologia, é publicar resultados de pesquisas sobre aspectos fundamentais e aplicados da
fitopatologia. Contribuicdes nas 4areas de micologia, bacteriologia, virologia, nematologia,
epidemiologia, interacdes patégeno-hospedeiro, genética de fitopatdgenos, patologias fisioldgicas e de
plantas moleculares, doencas pds-colheita e ndo infecciosas e outros tdpicos ou estratégias que
promovam a prote¢do de plantas sdo bem-vindos.

Manuscritos sobre triagem de produtos sintéticos ou naturais e resisténcia a patégenos s podem ser
aceitos como artigo de pesquisa se fornecerem informacdes adicionais sobre modos de acdo ou
mecanismos de resisténcia.

A TPP nao publicard manuscritos baseados apenas na avaliagdo de produtos fitofarmacéuticos.
Pesquisas de doencas ou patégenos e primeiros relatos de doencas de plantas devem ser submetidas
como uma “comunicacdo breve” e serdo publicadas somente se forem de especial relevancia (grande
cultura hospedeira, grande relevancia de quarentena).

Os manuscritos devem relatar resultados oriundos de experimentos que se repetiram no tempo para
garantir a consisténcia dos achados, a menos que os resultados da pesquisa sejam de natureza nio-
quantitativa. Isto deve ser particularmente observado para experimentos de campo.

Os manuscritos devem ser escritos em inglés

Inicialmente, os manuscritos serdo verificados pelos editores para conformidade com o escopo do
periddico e, em seguida, serdo atribuidos a um Editor de Secdo. O Editor de Secdo supervisionard o
processo de revisdo e serd responsdvel pela decisdo final. A aceitacdo é baseada na qualidade do
trabalho, no reconhecimento de uma contribuicao significativa para o campo e na apresentacao geral do
manuscrito.

Submissao de trabalhos

Os manuscritos sdo submetidos ao TPP através do sistema ScholarOne Online, gratuitamente
(http://mc04.manuscriptcentral.com/tpp-scielo).

Antes de submeter um manuscrito, os autores devem ter preparado cuidadosamente os seguintes itens:

a) Uma carta de apresentacdo, que afirma claramente que (i) todos os autores aprovaram a submisso
do manuscrito; (ii) os resultados nao foram publicados ou ndo estdo sob considera¢do para publicacio
em outro lugar; (iii) autores transferem direitos autorais para a Sociedade Brasileira de Fitopatologia.
Um autor correspondente deve ser claramente indicado e serd responsdvel por toda a correspondéncia
entre o Conselho Editorial e os autores;

b) Um arquivo incluindo o texto principal, tabelas e legendas de figuras, preparado em Word (.doc ou
.docx) ou RTF (.rtf);

¢) Arquivos individuais contendo uma figura cada, preparados como arquivos TIFF ou JPEG em alta
resolucdo (pelo menos 300 dpi).
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O ndo cumprimento destas diretrizes levard a rejeicao imediata de manuscritos.

O Conselho Editorial espera que os autores garantam que o idioma seja corrigido antes do envio. A
correcdo de idioma ndo sera realizada pelos Editores ou pelo Editor de Secdo, e os manuscritos serdo
devolvidos aos autores se o idioma exigir correcao.

Tipos de artigos
1 Artigo de Pesquisa

Os manuscritos devem ser preparados em um espago de 12 pontos em espago duplo, incluindo a se¢io
Referéncias, apéndices, tabelas e legendas de figuras. A configuracdo da pédgina deve ser A4 com
margens de 2,5 cm e marcada com nimeros de pagina e linha consecutivos, comecando pela folha de
rosto.

Os elementos a seguir devem comecar em uma nova pagina e serem ordenados conforme listados
abaixo:

a) A pagina do titulo deve conter: um titulo conciso e informativo; os nomes dos autores (primeiro e
ultimo nome completo); a afiliacio institucional dos autores ou onde a pesquisa foi realizada, incluindo
departamento, institui¢do, cédigo postal, cidade, estado ou provincia e pais (note que a afiliacdo deve
ser aquela em que o autor estava conectado quando o trabalho foi realizado - caso o autor mudou para
um endereco de trabalho diferente, isso pode ser indicado separadamente como "endereco atual");
afiliagdes diferentes sao indicadas com nidmeros sobrescritos; o nome do autor correspondente com
endereco de e-mail. O autor correspondente é a pessoa responsavel por verificar as provas da pégina,
providenciar o pagamento de ilustracdes coloridas e quaisquer outras tarefas relacionadas ao
processamento do manuscrito.

b) O resumo deve ser um tinico paragrafo que ndo exceda 200 palavras e resume os principais resultados
e conclusdes do estudo. Ndo deve conter referéncias.

¢) Palavras-chave: até seis palavras-chave devem ser incluidas, e estas devem diferir das palavras
mencionadas no titulo. Estes devem comecgar com os nomes cientificos dos hospedeiros e patégenos
envolvidos no estudo (ou os mais relevantes) em ordem alfabética e serem seguidos pelas outras
palavras-chave, também em ordem alfabética.

d) O texto deve ser o mais sucinto possivel e inclui os seguintes elementos:

Introducio: Descricdo do histérico que levou ao estudo e a hipétese que estd sendo testada, caso isso
se aplique.

Material e Métodos: Descrigcdo detalhada das etapas seguidas pelos autores, permitindo ao leitor repetir
o trabalho se estiver disposto a fazé-lo. Evite, sempre que possivel, simplesmente consultar outra
publicacado para uma descricdo completa da metodologia. Os métodos estatisticos devem ser explicados
no final desta sec@o.

Resultados: A repeticdo indevida em textos e tabelas deve ser evitada. Comentdrios sobre a
significincia dos resultados s@o apropriados, mas discussdes mais amplas devem fazer parte da secio
Discussao.

Discussao: As conclusdes do estudo devem ser colocadas no contexto dos dados publicados relevantes.
Idéias apresentadas em outras publica¢des ndo devem ser incluidas apenas para aumentar o tamanho do
manuscrito. Alguns manuscritos podem exigir diferentes formatos para melhor adequar seu conteddo.
Isso serd avaliado caso a caso.

Citacoes de texto: os artigos devem ser referidos pelos sobrenomes dos autores e pela data de
publicagdo; citacdes com dois autores devem incluir os dois nomes; em citagdes com trés ou mais
autores, nomeie o primeiro autor e use et al. Liste duas ou mais referéncias na mesma citagdo em ordem
cronoldgica, separadas por ponto e virgula.
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Quando dois ou mais trabalhos em uma citagdo foram publicados no mesmo ano, liste-os em ordem
alfabética pelo sobrenome do primeiro autor. Para duas ou mais obras do (s) mesmo (s) autor (es) em
uma citacdo, liste-as cronologicamente, com os anos separados por virgulas. (Exemplo: Barreto et al.,
2006a, 2006b, 2008).

Somente artigos publicados ou publicados devem ser citados. No caso de “Comunicagdo pessoal” ou
“Resultados ndo publicados”, todos os contribuintes devem ser listados por iniciais e sobrenome (et al.
Nio devem ser usados).

Niimeros: no texto, os nimeros nove ou abaixo devem ser escritos, exceto como parte de uma data,
uma fracdo ou decimal, uma porcentagem ou uma unidade de medida. Use algarismos ardbicos para
nimeros maiores que nove. Evite comecar uma frase com um nimero, mas se fizer isso, escreva o
nimero. URLs para programas, dados ou outras fontes devem ser listados no texto ou como uma nota
de rodapé. URLs para citacdes de publicagdes em revistas eletronicas devem aparecer na secio
Referéncias.

e) Reconhecimentos devem ser um dnico pardgrafo que segue imediatamente a se¢do Discussao e inclui
referéncias para conceder apoio ou qualquer contribui¢do técnica ou intelectual.

f) As referéncias devem ser ordenadas alfabeticamente pelo sobrenome do primeiro autor. Referéncias
com o mesmo primeiro autor devem ser ordenadas da seguinte forma: primeiro, como autor Gnico em
ordem cronoldgica; segundo, com apenas um co-autor em ordem alfabética pelo segundo autor; e
terceiro, referéncias com mais de dois co-autores, em ordem alfabética pelo segundo ou autores
subseqiientes. Os titulos de periddicos ndo devem ser abreviados.

Os autores devem evitar a citag@o de teses, anais de congressos ou relatdrios técnicos, principalmente
por razdes de acessibilidade. Um maximo de trés dessas citagdes serd permitido.

Formatacao de referéncias:
Artigo de jornal:

Reis RF, Vai A, Timmer LW (2006) Efeito da temperatura, umidade foliar e precipitacdo sobre a
producdo de ascosporos de Guignardia citricarpa e sobre a severidade da mancha preta em laranja doce.
Fitopatologia Brasileira 31: 29-34.

Furlan CRC, Dantas ACM, Denardi F, Becker WF, Mantovani A (2010) Genetic resistance of accesses
of apple tree germplasm bank from Epagri to gala leaf spot of Glomerella (Colletotrichum
gloeosporioides). Revista Brasileira de Fruticultura 32:507-514

Arnold AE, Medjia LC, D Kyllo, Rojas EI, Maynard Z, Robbins N, EA de Herre (2003) Endéfitos
fingicos limitam dano de patégeno em uma arvore tropical. Proceedings da Academia Nacional de
Ciéncias, EUA 26: 15649-15654.

Capitulo de livro:

Campos VP, Villain L (2005) Nematoides parasitas de café e cacau. Em: Luc M, Sikora RA, Ponte J
(Eds.) Plante nematéides parasitas em agricultura subtropical e tropical. Wallingford, Reino Unido.
CAB International. p. 529-580.

Livro:
Agrios GN (2005) Plant Pathology. 5a ed. Amsterda, Holanda. Elsevier Academic Press.
Livro editado:

Kimati H, Amorim L, Rezende JAM, Bergamin Filho A, Camargo LEA (Eds.) (2005) Manual de
Fitopatologia. Vol. 2. Doencas das Plantas Cultivadas. 4*. Ed. Sdo Paulo, SP. Ceres.

Artigo eletronico:
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CONAB. Cana-de-agtcar, safra 2006 -2007. Disponivel em:
www.conab.gov.br/conabweb/download/safra/BoletimCana-Novembro2006-07.pdf. Acessado em 12
de outubro de 2008.

Tese:

(Os autores devem evitar a citagdo de teses, anais de congressos ou relatdrios técnicos, principalmente
por razdes de acessibilidade. No maximo trés citagdes serdo permitidas.)

Zerbini FM (1996) Aspectos da epidemiologia do mosaico de alface no Vale do Salinas, Califérnia, e a
producdo de plantas de alface transgénica resistentes ao LMV. Tese de Doutorado, Universidade da
Califérnia. Davis, CA, EUA.

Processo de conferéncia:

Igarashi S, Utiamada CM, LC Igarashi, Kazuma AH, Lopes RS (1986) Ocorréncia de Pyricularia sp. em
trigo no estado do Parand. In: 14* Reunidao Nacional de Pesquisa de Trigo, Resumos ... Londrina, PR.
IAPAR p. 57

Relatorios técnicos:

Fawcett HS (1911) Casca escamosa ou ferrugem da unha dos citricos. Boletim da Estacdo Experimental
da Agricultura da Florida 106.

g) Tabelas: Coloque tabelas apds a se¢do Referéncias. Cada tabela deve comecar em uma nova pagina.
Um titulo conciso deve ser fornecido acima da tabela. As tabelas devem ser numeradas
consecutivamente em algarismos ardbicos. Cada coluna deve ter um titulo no cabecalho da caixa. Notas
de rodapé digitadas diretamente abaixo da tabela devem ser indicadas preferencialmente em nimeros
sobrescritos em letras mintisculas, mas letras mintsculas podem ser usadas quando os titulos das colunas
contiverem nimeros.

h) As figuras devem ser numeradas consecutivamente em algarismos ardbicos e devem ser
dimensionadas para caber aproximadamente nas colunas do didrio. As legendas devem estar no texto
principal, depois das tabelas. Por favor, insira chaves e barras de escala, quando aplicdvel, diretamente
na figura. Figuras digitalizadas ndo devem ser enviadas. As imagens devem estar no formato TIFF ou
JPEG e fornecidas como arquivos separados. Figuras em formato Word ndo podem ser publicadas. A
reproducdo de qualidade de didrio exigird tons de cinza e cores com resolugdao de 300 dpi. Os autores
devem enviar arte de linha de bitmap em resolucdo que produza 600 a 1200 dpi.

i) A nomenclatura de nomes cientificos deve aderir aos padrdes internacionais atuais para cada classe
de organismos. Os nomes cientificos devem aparecer na integra e seguidos pela autoridade na primeira
vez em que aparecerem no corpo do texto (mas ndo seguidos pela autoridade no titulo, resumo, palavras-
chave, tabelas ou legendas) e abreviados e sem autoridades mais tarde. Sempre que um nome cientifico
aparecer no inicio de uma frase, ele deve ser dado na integra.

j) Culturas e outro material de referéncia: A fonte e o depdsito das culturas devem ser indicados. Culturas
de vales e espécimes documentando suas pesquisas, bem como seqiiéncias de nucleotideos, devem ser
depositados em instituicdes internacionais certificadas ou reconhecidas e os nimeros de acesso e o local
de depdsito indicados no texto ou como uma nota de rodapé na pagina de titulo.

k) Acesso aos dados: Deve ser feita referéncia a disponibilidade de dados detalhados e materiais
utilizados para estudos relatados.

1) Abreviaturas e Unidades: devem ser utilizadas unidades do SI, como mg, g, m, mm, L, mL, uL, h,
min, s, mol, kg / ha. Se for utilizada uma abreviatura nao padrio, esta deve ser definida na integra quando
citada no texto pela primeira vez.



