METODOLOGIA DE INOCULACAO DE FUNGOS CAUSADORES DA
PODRIDAO PEDUNCULAR EM MAMAOQ!

Inoculation methodology’s of papaya fruits with fungi causing stem-end-rot
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RESUMO

A podridédo peduncular, umadas principai s doencgas associadas a pés-col heitado maméo (Carica papayal .), tem sido
pouco investigada no que se refere a aspectos ecol 6gi cos e epidemiol 6gicos nas condi¢des brasileiras. Para que estudos sejam
conduzidos nas referidas &reas € necessario que se disponham, a priori, de metodol ogias adequadas que permitam a reproducdo
dos sintomas dessa doenca em condic¢des de laboratério. No presente trabalho, o objetivo foi estabelecer um método de
inoculagdo de frutos de mamado com o intuito de se reproduzir os sintomas da podriddo peduncular, por meio de trés
procedimentos: 1) corte do pedincul o seguido por deposi¢do de um disco de micélio do fungo; 2) deposi¢do de suspensao de
conidios na regido do pedinculo, seguido por ferimento, e 3) aplicagdo de suspensdo de conidios na regi&o peduncular sem
ferimento. Foram utilizados os fungos: Phoma caricae-papayae, Colletotrichum gloeosporioides, Botryodiplodia theobromae e
Fusarium solani, sendo os frutosinoculados, submetidos atemperaturas de 20 e 25°C. Os resultados indicaram que n&o houve
efeito das temperaturas testadas no desenvol vimento dos fungos, nos diferentes métodos de inocul agéo. A maior severidade da
podridao peduncular (notas de 1 a5) foi observada em frutos inoculados pelo método de injecdo no peddncul o, independente
do patégeno utilizado. Os fungos C. gloeosporioides e P. caricae-papayae foram os que apresentaram as maiores médias de
severidade da doenga seguido por B. theobromae e F. solani.

Termos para indexacdo: Carica papaya, pés-colheita, podriddo peduncular, Colletotrichum gloeosporioides, Phoma caricae-
papayae, Botryodiplodia theobromae e Fusarium solani.

ABSTRACT

The stem-end-rot, one of the major post-harvest diseases in papaya (Carica papaya L.), has not been very well investigated
concerning ecological and epidemiological aspects of the Brazilian conditions. So that studies can be developed in the referred to areas,
it is necessary to use the right methodologies that allow the reproduction of the symptons of this disease in |aboratory conditions.
This study aimed to stablish a method for inoculating papaya fruits to reproduce the symptons of the stem-end-rot through tree
procedures: 1) cut of the stem followed by deposition of fungal mycelium in agar discs; 2) deposition of the spore suspension into
the stem’sregion followed by injuries, and 3) application of spore suspension in the stem’s region without injuries. Theinoculation
was performed with the fungi P. caricae-papayae, C. gloeosporioides, B. theobromae e F. solani, and inoculated fruits were placed
under temperatures of 20° and 25°C. The resultsindicate that there were no effects of the tested temperatures in the development of
al fungi, in the different methods of inoculation. The highest severity of stem-end-rot (score 1-5) was observed in fruits inocul ated
by the methods of injection in the stem, independing of the fungus used. The fungi C. gloeosporioides and P. carica-papaya presented
the highest levels of severity in the disease followed by B. theobromae and F. solani.

Index terms: Carica papaya, postharvest, stem-end-rot, Colletotrichum gloeosporioides, Phoma caricae-papayae, Botryodiplodia
theobromae e Fusarium solani.

(Recebido em 21 de dezembro de 2005 e aprovado em 16 de outubro de 2006)

INTRODUCAO

Dentre as frutas que sdo exportadas pelo Brasil, 0
maméo (Carica papayaL.) € um dos destagques, chegando
a uma producgdo anual em 2004 estimada em 1.600.000
toneladas métricas (FAO, 2005). As doencgas na fase de
pés-colheita constituem o principal fator limitante ao
aumento da producdo e exportacdo desta espécie. As
exigéncias do mercado externo, e ultimamente também do

mercado interno, estdo cada vez mais evidentes, e
caracteristicas de aceitagdo do produto como aparéncia,
aroma e sabor ndo s30 mais 0s Unicos requisitos para se
garantir a aceitacdo nesses mercados. Atualmente, aspectos
como auséncia de podridBes e baixo nivel de residuos de
agrotoxicos, tanto agqueles aplicados nafase pré como em
pos-colheita, sdo importantes também na avaliagdo da
qualidade do maméo.
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A podridao peduncular é causada por um complexo
de fungos, que podem provocar grandes prejuizos na pos-
colheita de frutos de mamoeiro. Primeiramente, essa doenca
era atribuida somente ao fungo Ascochyta sp. (Phoma
caricae-papayae) e Colletotrichum gloeosporioides,
sendo posteriormente, incluidos outros géneros como
Botryodiplodia, Phomopsis e ocasionalmente Fusarium,
aém de Alternaria alternata, sendo que todos ja foram
identificados nos tecidos doentes (GAY ET et al., 1995).

Dentre os agentes etiolégicos relacionados a
podridao peduncular, C. gloeosporioides parece ser o de
maior incidéncia, seguido por P. caricae-papaye (BOLKAN
eta., 1976; LIBERATO & TATAGIBA, 2001).

A ocorréncia desses patdgenos no complexo da
podriddo peduncular foi observada no Brasil em
levantamento realizado por Dantas et al. (2003) que também
consideraram a podriddo peduncular a principal doenca
observada na fase de comercializagéo de frutos de maméao
na Central de Abastecimento do Recife (CEASA),
acometendo cerca de 39,71% dos frutos ao longo de 6
meses de avaliacOes.

De modo geral, as doengas de pds-colheita sdo
originadas no campo, ainda na fase de producao dos frutos
(DICKMAN & ALVAREZ, 1983), e seu indculo permanece
no fruto até as etapas finais da pds-col heita. Desta forma,
aorigem da podrid&o peduncular em pés-colheita do mamao
poderia ser atribuida aos conidios presentes na regido
peduncular, que no momento da col heita, podem penetrar
pelo tecido ferido pela quebra do pedinculo ou, a partir de
infec¢gBes quiescentes onde o desenvolvimento do
patdgeno € inibido por condigdes fisioldgicas impostas
pelo hospedeiro até o inicio da maturagéo do fruto.

Assim, os conidios no ambiente sob condicéo de
alta umidade no momento da colheita, além do tempo em
gue o fruto permanece no campo apés a col heita, tornam-
se importantes fatores a influenciar na intensidade de
podriddo peduncular desenvolvendo em superficies
injuriadas (HUNTER & BUDDENHAGEN, 1972).

A inexisténcia de cultivares comerciais resistentes
a antracnose e a podriddo peduncular, causadas
principalmente por C. gloeosporioides, dificulta o controle
da podriddo peduncular e vérios estudos sobre a eficacia
de fungicidas tém sido realizados objetivando minimizar
0S prejuizos causados por essas doengas, sejam em
condicBes de pré ou pds-colheita (ALVAREZ et a., 1977,
ALVAREZ & NISHIJIMA, 1987; LIBERATO &
TATAGIBA, 2001; NERY-SILVA et al., 2001).

Para que estudos sobre a podriddo peduncular na
fase de pos-colheita sgjam conduzidos, torna-se necessario

0 estabel ecimento de metodol ogias seguras de inoculagdo
dos agentes envolvidos no complexo dessa doenca, de
formaareproduzir seus sintomas, tornando-se assim uma
ferramenta auxiliar para o entendimento da participacao de
cada fungo no complexo da doenga, de seus aspectos de
patogenicidade e interacdo com outros agentes, como, por
exemplo, atemperatura.

MATERIAL E METODOS

Os experimentos foram realizados no Laboratério
de Patologia de Sementes do Departamento de
Fitopatologia da Universidade Federal de Lavras (UFLA).

| solamentos de fungos foram realizados a partir de
lesBes pedunculares de frutos de maméo obtidos de
Linhares-ES, Janallba-M G e Manaus-AM; sendo obtidas
culturas puras das espécies C. gloeosporioides, F. solani
e P. caricae-papayae. Foi adicionado ao trabalho um
isolado de B. theobromae pertencente a Micoteca do
Departamento de Fitopatologia da Universidade Federal
de Lavras (UFLA).

Os isolados utilizados nos ensaios foram cultivados
em meio BDA (batata-dextrose-agar), incubados a 20+2°C
com fotoperiodo de 12 horas. Ap6s um periodo de 6 dias,
foram prepadas suspensdes, para cada espécie fungica,
na concentracdo de 1,7 x10° conidios/mL.

Para os ensaios, foram utilizados frutos de mamoeiro
(Carica papaya), cultivar Improved Sunrise Solo Line 72/
12 (ISS 72/12), no terceiro estadio de maturacdo, obtidos
de pomar comercial pertencente a Empresa Caliman Agricola
S/A, Linhares-ES. Apds a colheita, os frutos foram lavados,
submetidos a desinfestacdo com hipoclorito de sodio
(0,5%), e selecionados. Em seguida, os frutos receberam
tratamento hidrotérmico (48°C por 20 minutos), conforme
recomendado por Akamine & Arisumi (1953), resfriados a
20°C, secos ao ar, embalados e transportados ao
Laboratério de Patologia de Sementes do Departamento
de Fitopatologia (UFLA), onde os frutos foram
armazenados em camara fria a 15°C durante a conducéo
dos ensaios.

No ensaio de inoculacdo os frutos foram
acondicionados em copos plasticos, com a regido
peduncular voltada para cima, e separados de acordo com
0s métodos de inoculacdo testados. Esses procedimentos
foram realizados em separado, para as quatro espécies
fungicas citadas anteriormente.

Os tratamentos consistiram em: a) Corte do
Peddnculo (M 1) — parao caso defrutos colhidos com esta
estrutura, por meio de corte, sobre o qual foi colocado um
disco de agar de 5 mm com micélio, retirado da margem de
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col6nias com 5 a 7 dias de crescimento, e testemunha onde,
no loca do corte, foi adicionado um disco de BDA de5 mm
sem micélio fungico (Figura la e 1b); b) Deposi¢do de gotas
do indculo naregido peduncular seguido de ferimento (M2)
— neste caso utilizou-se uma seringa hipodérmica, paraa
deposicao de 1 gota de suspensdo de conidios em 4 pontos
equidistantes na regido do pedunculo seguido por
ferimentos com a ponta da agulha, e a testemunha, onde o
procedimento foi repetido utilizando-se agua destilada
esterilizada (Figura 1c); ¢) Deposicéo de gotas do indculo
na auséncia de ferimentos (M3) — foram depositadas na
regido do pedinculo, 4 gotas de suspensdo de conidios,
em pontos equiidistantes, na auséncia de ferimento, e com
testemunha com deposi¢do de gotas de agua destilada
esterilizada, também na auséncia de ferimentos (Figura 1d).

Redlizada ainoculagéo, aregido peduncular de cada
fruto foi submetida a cdmara Umida, por meio de copos de
plésticos descartaveis e perfurados no fundo, no qual foi
colocado um pedago de gaze, de 5 cm? aproximadamente,
umedecida com agua destilada esterilizada. O copo foi
fixado sobre aregido do pedinculo, com auxilio de uma
fita adesiva na superficie do fruto. A cAmara imida foi
desfeita apds 48 horas da inoculagdo, sendo os frutos
armazenados a temperatura de 20£2°C e de 25+2°C, com
fotoperiodo de 12 horas.

A avaliag8o do ensaio foi realizada aos 7 dias de
inoculacdo, onde foram atribuidas notas aos sintomas da
podridéo peduncular, de acordo com a escala de notas da

lc 1d !
FIGURA 1 - l1a corte do pedinculo e 1b deposicéo do
disco de micélio (M1), 1c deposicéo de suspensdo de
esporos seguida por ferimento (M2), e 1d deposicdo da
suspensdo de esporos na auséncia de ferimentos (M3).

severidade da doenca sugerida de acordo com ensaios
preliminares realizados com estes mesmos isolados e em
frutos de mamao da mesma variedade e no mesmo estagio
de maturacdo (Figura 2A e 2B).

A escala de severidade da doencgafoi definidaem: 1-
Auséncia de sintomas da podridao peduncular, 2- Presenca
de pequenas pontuagdes (até 3 mm), aquosas superficiais
naregido do pediinculo, 3- Presenca de |esdes aquosas ou
mumificadas, ndo coalescentes, abrangendo maior &reaem
torno do pedinculo, 4- Presenca de lesdes coal escentes,
com aspecto trandUlcido ou mumificado, limitando-se a
regido peduncular, e 5- Lesdes semelhantes as descritas para
a nota 4, abrangendo maior extensdo na polpa do fruto,
podendo chegar até a cavidade das sementes, com o tecido
dessaregido podendo apresentar excessivo amaciamento.

O delineamento experimental utilizado foi o
inteiramente casualizado com 6 repeticoes por tratamento,
sendo o experimento montado em esquema fatorial, 4 x 2 x
3, sendo 4 espécies flingicas, 2 temperaturas e 3 métodos
deinoculagdo.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Considerando as temperaturas utilizadas para o
armazenamento dos frutos (20C° e 25C°), ndo foram
verificadas diferencas estatisticas significativas entre os
tratamentos, havendo um desenvolvimento dos sintomas
nos mesmos periodos, independentemente das
temperaturas utilizadas.

FIGURA 2 — Escala de notas de sintomas em frutos de
mama&o inoculados com agentes da podriddo peduncular.
Notasde 1 a5. 2A: escala diagramatica em desenho. 2B:
escala diagramética em material vegetal.
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O método de inoculacdo M2 (deposicao de
suspensao de esporos na regido do corte peduncular
seguida por ferimento), foi 0 que apresentou as maiores
notas quanto a severidade da doenca, fato observado para
todos os fungos utilizados no ensaio (Tabela 1). A
ocorréncia de sintomas nas testemunhas de todos os
métodos testados (M1, M2 e M3), deve-se as infeccBes
quiescentes, que muito provavelmente ocorreram no
campo e se encontravam em estado latente nos frutos.

O método de inoculacdo por deposicédo de
suspensdo de conidios seguida por ferimento (M2), foi o
mais eficiente para F. solani, apresentando maior nota de
sintomas no pedunculo e diferindo estatisticamente dos
outros dois métodos. Apesar do fungo F. solani estar
sempre associado ao complexo da podriddo peduncular,
este proporcionou menor severidade de doenca, igualando-
se as testemunhas, nos trés métodos de inoculacdo
testados.

Questionamentos a respeito da participacéo de
espécies do género Fusarium na podridéo peduncular sdo
feitos por vérios autores. Couey & Farias (1979) e Hunter
& Buddenhagen (1972), relataram a existéncia de algumas
infeccdes causadas por Fusarium sp. naregido onde ocorre
o corte do pedunculo no momento da colheita, e as
denominaram de podriddo do pedinculo (“stem rot”) e
ndo de podridéo peduncular (“stem-end rot™), por diferirem
em relac8o a severidade da doenca.

A metodologia de inoculagdo M3, redlizada na
auséncia de ferimento, distingliu estatisticamente o fungo
C. gloeosporioides dos demais agentes causadores da
podriddo peduncular. Os conidios desse fungo séo
conhecidos por produzir a enzima cutinase, que rompe a
cuticula de vegetais promovendo assim a penetracdo desse
patégeno na auséncia de ferimentos.

De acordo com Pascholati (1995), dentre os
fitopatdgenos em potencial, os fungos que penetram por
meio da superficie intacta da planta mostram-se aptos para
degradar enzimaticamente essa barreira pela producdo de
cutinases, 0 que se constitui, para alguns, em fator-chave
na patogenicidade, como é o caso de C. gloeosporioides.

Dickman et al. (1982) observaram que C.
gl oeosporioides penetra os frutos de mamao dissolvendo
as barreiras da casca do fruto pela agdo da cutinase. A
acdo dessa enzimafoi também observada por Dickman &
Patil (1988) que, trabalhando com mutantes de C.
gloeosporioides que necessitavam de ferimentos para a
penetracdo em frutos de mamao, observaram que na
presenca de cutinase exdgena colocada na superficie do
fruto, esses isolados conseguiam penetrar sem a
necessidade de ferimentos.

O método de inoculagdo M2 mostrou-se altamente
eficiente na caracterizacdo da podridéo peduncular parao
fungo B. theobromae, sendo que nesse método a média
das notas de severidade foi maxima. Para P. caricae-
papayae foram observadas notas méximas para os métodos
M1 e M2, mostrando uma alta agressividade desse fungo
guando associado a algum estresse causado no fruto,
como, por exemplo, a prépria metodol ogia de inoculagdo
testada.

O aspecto da lesdo causada pel os diferentes fungos
testados foi diferenciado com relacéo a fonte de indculo.
Para C. gloeosporioides e F. solani, observou-se que,
guando afonte de inéculo era proveniente de conidios, a
lesdo apresentava-se com uma caracteristica aguosa e o
tecido trandGcido de coloracdo muito préximaanormal,
enquanto que para fonte de indculo proveniente de micélio,
alesdo apresentava um aspecto ressecado e de coloragéo
negra. ParaP. caricae-papayae, observou-se externamente

TABELA 1- Médias das notas de severidade (escala de 1 a 5) atribuidas a frutos de mamao inoculados com agentes

causadores da podrid&@o peduncular.

Fungos M étodos de I noculagéo

M1 M2 M3
Testemunha 1.335A 1.332A 1.17aA
F. solani 1.75aAB 2.08aB 1.25aA
B. theobromae 1.83aA 5.00bB 1.83aA
P. caricae-papayae 5.00bB 5.00bB 1.58aA
C. gloeosporioides 4.41bB 4.50bB 2.66bA

* médias seguidas de mesma letra, mintscula na vertical e mailscula na horizontal, ndo diferem entre si, pelo Teste de

Tukey, ao nivel de 5% de probabilidade.
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na regido peduncular a presenca de uma lesdo negra
mumificada e com uma grande producéo de conidios,
enquanto que para B. theobromae a lesdo apresentava
grande quantidade de micélio aéreo.

A podriddo peduncular de frutos de mamao é atribuida
a um complexo de agentes etiol6gicos (ALVAREZ &
NISHIJIMA, 1987; DANTASet a., 2003; GAYET et al., 1995)
e ametodologia de inoculacdo desses agentes causals deve
ser capaz de reproduzir 0 mais proximo possivel os aspectos
da doenca. No presente ensaio, 0 método de inoculagdo
gue consiste na deposicdo de gotas de suspensdo de
conidios na regido préxima ao pedinculo, seguida de
ferimento por agulha hipodérmica apresentou a melhor
reproducéo dos sintomas da doenca para os fungos
testados, tomando-se como padréo de avaliagéo a escala de
notas sugerida para a caracterizagéo dos sintomas.

CONCLUSOES

Todas as metodologias propostas neste trabalho,
assim como a escala de severidade da doenca sugerida,
mostraram-se eficazes na reproducdo dos sintomas da
podriddo peduncular em condi¢des de laboratorio e podem,
por conseguinte, ser recomendadas em trabal hos futuros
gue tenham por objetivo obter informagdes como grau de
resisténcia de frutos, efeitos de fatores ambientais no
desenvolvimento da infeccdo e avaliacdo de medidas de
controle.
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