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RESUMO

A antracnose, causada pelo fungo Colletotrichum gloeosporioides, é a doenca de pds-colheita mais importante da passicultura.
Este trabalho avaliou o potencial de Agaricus blazei e Lentinula edodes nas concentragdes de 20, 40 e 60% (v/v) e do acibenzolar-S-metil
(ASM) a 75 e 150 mg/L, aplicados isoladamente ou de forma combinada, na protecdo de frutos de maracuja-azedo contra antracnose. Os
frutos foram tratados (imersdo, aspersdo ou incorporados em cobertura de fécula de mandioca) e ap6s 36h ou 72h, inoculados com o fungo.
A avaliagdo da doenga foi feita pela medida da area necrosada nos frutos aos 4, 8 ¢ 12 dias ap6s a inoculagdo (dai) nos ensaios [ e Il e
aos 3, 6 ¢ 9 dai nos ensaios III, IV e V. Aos quatro dias apds a inoculag@o, o tratamento com 4. blazei associado a fécula de mandioca 3%
apresentou uma redug@o significativa da area necrosada comparado ao controle (p = 0,035). O L. edodes ¢ ASM néo reduziram a doenga
em nenhuma das concentra¢des e/ou épocas de avaliagdes realizadas. Quando os compostos foram aplicados de forma combinada nos
frutos e estes ndo foram lavados antes da inoculag@o, houve uma redug@o significativa da area necrosada aos seis dias apds a inoculagio
(p = 0,03). Entretanto, quando os frutos foram tratados, lavados e inoculados com o fungo néo houve reducdo da doenga em nenhuma das
épocas avaliadas, mostrando que o modo de agdo dos compostos utilizados, possivelmente, ocorre por um efeito protetor/residual atrelado
a um efeito inibitdrio sobre C. gloeosporioides.
Palavras-chave: Colletotrichum gloeosporioides, fécula de mandioca, pos-colheita, protegao.

ABSTRACT
Application of suspensions of Agaricus blazei, Lentinula edodes and acibenzolar-S-methyl for the reduction of anthracnose on
passion fruit

Anthracnose caused by Colletotrichum gloeosporioides is one of the most important diseases of passion fruit. This study evaluated
the potential of Agaricus blazei and Lentinula edodes at concentrations of 20, 40 and 60% (v/v) and acibenzolar-S-methyl (ASM) at 75 and
150 mg/L, applied alone or in combination, for protecting passion fruit against anthracnose. The fruits were treated (immersion, sprayings
or in coverage of cassava starch) and after 36h or 72h were inoculated with the fungus. Disease assessment was done by measuring the
necrotic area in the fruits at 4, 8 and 12 dai (days after inoculation) in assays I and I and 3, 6 and 9 dai in assays III, IV and V. At three days
after inoculation, the treatment with A. blazei associated with cassava starch 3% showed a significant reduction of necrotic area compared
to the control (p = 0.035). The L. edodes and ASM treatments did not reduce the disease in any concentration and/or periods of the
evaluations. When the compounds were applied in combination and the fruits were not washed before inoculation, there was a significant
reduction of necrotic area six days after inoculation (p = 0.03). However, when fruits were treated, washed and inoculated with the fungus
there was no reduction of disease in any of the periods evaluated, showing that the mode of action of the compounds used possibly occurs
by a protective/residual effect coupled with an inhibitory effect on C. gloeosporioides.
Key words: Colletotrichum gloeosporioides, cassava starch, postharvest, protection.

O maracujazeiro-azedo (Passiflora edulis Sims) é para manejo da doenga nio t€m proporcionado um controle
acometido porvariasdoengas provocadas porvirus, bactérias, eficaz. Cultivares comerciais do maracuja-azedo nao t€m
fungos, dentre outros agentes. A antracnose, causada pelo demonstrado niveis de resisténcia satisfatorios para controle
fungo Colletotrichum gloeosporioides (Penz.) Penz. & da antracnose (Junqueira et al., 2003). Tais dificuldades
Sacc. (teleomorfo Glomerella cingulata), é a doenga de pos- para o controle da doenga t€m despertado um interesse para
colheita mais importante da passicultura. As recomendagdes a busca de novas alternativas de manejo. A utilizagdo de
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compostos bioativos com capacidade de proteger as plantas
contra doengas possibilitando a expressdo de mecanismos de
defesa latentes ¢ uma estratégia que vem sendo amplamente
pesquisada (El Ghaouth et al., 1994; Brisset et al., 2000;
Rodrigues et al., 2000).

Extratos aquosos de basidiomicetos (cogumelos),
como Agaricus blazei e Lentinula edodes vem sendo
amplamente pesquisados quanto ao seu potencial na
protecdo de plantas contra fitopatogenos (Pacumbaba et al.;
1999; Sasaki et al., 2001; Silva et al., 2007). O composto
acibenzolar-S-metil (ASM), um indutor de resisténcia
registrado para diversas culturas, também tem promovido
controle de doengas em diversas culturas (Benelli et al.,
2004; Danner et al., 2008). Este trabalho teve como objetivo
avaliar se Agaricus blazei, Lentinula edodes ¢ ASM
protegem frutos de maracuja-azedo contra a antracnose.

Frutos de maracujazeiro-azedo foram colhidos, de
forma aleatoria, de uma populacdo de plantas pertencente
ao campo experimental de Genética de Passifloras da
Universidade Estadual do Sudoeste da Bahia, Campus
Vitéria da Conquista BA. Um isolado de C. gloeosporioides
foi obtido de lesdo em fruto de maracuja-azedo infectado
naturalmente, conforme metodologia adotada por Silva et
al. (2006). A identificagdo da espécie foi feita por analises
morfolégicas, conforme metodologia descrita por Andrade
etal. (2007), e analise molecular, utilizando o primer TBCG
5" CGGAAGCCTGGGTAGGAGCG 3’, especifico para C.
gloeosporioides, em conjunto com o primer conservado
TB5 5 GGTAACCAGATTGGTGCTGCCTT 3, conforme
descrito por Talhinhas et al. (2002, 2005). O fungo foi
cultivado em meio batata-dextrose-agar por sete dias e uma
suspensdo de esporos foi obtida por raspagem de placas
de Petri e adigdo de 10mL de agua destilada autoclavada,
sendo a concentragao (10° esporos/mL) ajustada em camara
de Neubauer. Para inoculag¢do nos frutos, foi utilizado um
perfurador para delimitar uma area da superficie externa do
fruto, proxima ao local de inserc¢do do fruto na planta, de 1,2
cm de diametro, a qual foi levemente raspada com bisturi.
Posteriormente, aliquotas de 100 puL de C. gloeosporioides
foram depositadas sobre o ferimento.

Opdsecoresultante de 4. blazei e L. edodes foi obtido
da empresa Fungibras Ltda., Botucatu SP, sendo suspenso
em agua destilada (1 g em 14 mL) e posteriormente filtrado
(Di Piero & Pascholati, 2004), obtendo-se uma concentragio
de 100 % (m/v). O ASM foi preparado mediante diluigdo
em agua destilada do produto comercial (Bion®) para
atingir as concentragdes de 75 mg/L e 150 mg/L. A fécula
de mandioca, revestimento utilizado para aumentar o tempo
de prateleira dos frutos, foi preparada nas concentragdes de
3% e 6% (m/v) conforme descrito por Lemos et al. (2006) e
continham as suspensdes 20, 40 ¢ 60 % (v/v) de A. blazei e
L. edodes em sua composigao.

O efeito de A. blazei (ensaio 1) e L. edodes (ensaio
II) sobre a antracnose foi avaliado sob delineamento
inteiramente casualizado em esquema fatorial 4x4 com quatro
modos de aplicagdo (aspersdo; imersdo e em revestimento
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com fécula de mandioca a 3% e 6%), quatro concentragdes
(0, 20, 40 e 60 %, v/v), quatro repeti¢des/tratamento ¢ 64
unidades experimentais (quatro repeticdes/combinagdo
de tratamentos) para cada composto. Para 0 ASM (ensaio
I1I), foi montado um ensaio sob delineamento inteiramente
casualizado com imersdo de frutos em trés concentra¢des
(0, 75, 150 mg/L) e 18 unidades experimentais (seis
repetigdes/tratamento). Nos trés ensaios, cada repeti¢do
foi representada por um fruto destacado. Decorridas 36 h
apos os tratamentos, os frutos foram inoculados com C.
gloeosporioides.

Outros dois ensaios foram conduzidos em condi¢des
de campo utilizando-se uma combinagéo dos compostos. O
primeiro ensaio (ensaio V) foi montado sob delineamento
inteiramente casualizado em esquema fatorial 2 x 6 contendo
dois tratamentos [aspersdo de mistura das suspensodes de
A. blazei, L. edodes e do ASM nas concentragdes de 50%
(v/v), 50% (v/v) e 100 mg/L, respectivamente, ¢ agua
(controle)] e seis gendtipos (UESB-B29, UESB-CI6,
UESB-E10, UESB-A24, UESB-D22 ¢ UESB-CI18)], os
quais apresentavam um ano de idade. Foram 4 repetigdes/
tratamento ¢ 48 unidades experimentais. Os tratamentos
foram pulverizados duas vezes, com intervalo de 15
dias entre as aplica¢des. Decorridas 72 h apos a segunda
pulverizagao, os frutos foram coletados e nao lavados antes
da inoculagdo do C. gloeosporioides. O Gltimo ensaio em
condigdes de campo (ensaio V) foi conduzido de forma
similar ao primeiro com a diferenga de que, ap6s 72 h da
segunda pulverizagdo, os frutos foram coletados e lavados
em agua destilada antes da inoculagdo com o fungo. Nestes
dois ensaios cada repeti¢ao foi representada por um fruto
nao-destacado tratado.

A avaliag@o da antracnose foi feita medindo-se a area
necrosada (multiplicagdo de duas medidas diametralmente
opostas da lesdo) aos 4, 8 e 12 dai (dias apds a inoculacdo)
no ensaio I e II; aos 3, 6 € 9 dai nos ensaios III, IV e V. Os
resultados médios da area necrosada foram submetidos a
ANOVA Fatorial (ensaios I, II, IV e V) ou a um critério
(Kruskal-Wallis) (ensaios III), ambos com a = 0,05 e,
posteriormente, a testes de comparagdo de médias Scott-
Knott (a0 = 0,05). Para as transformagdes de dados e testes
estatisticos, empregou-se o software Bioestat v4.0 (Ayres
et al., 2005).

No ensaio I foi detectada uma diferenca significativa
entre os métodos de aplicacdo do A. blazei aos 4 dai (p =
0,035) (Figura 1A), sendo que a cobertura com a fécula
de mandioca a 3% resultou em area necrosada (1,85 + 0,2)
estatisticamente menor que no controle (2,23 + 0,3). Néo
houve diferenga entre as concentragdes da suspensdo de A4.
blazei (p = 0,834). Para as demais épocas de avalia¢ao de
A. blazei e em todas as avaliagdes de L. edodes (ensaio 1I)
ndo houve diferenga significativa entre modos de aplicacao,
concentragdo dos compostos bioativos e interagdo entre
esses dois fatores (Figura 1 A-B). Resultados similares a
estes foram obtidos por Cia (2005), quando frutos de mamao
submetidos ao tratamento com suspensdes de A. blazei ¢
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L. edodes na concentragdo de 5% (v/v) e posteriormente
inoculados com C. gloeosporioides nao apresentaram
reducdo das lesdes, pois possivelmente ndo houve estimulo
de respostas de defesa nos frutos ou a concentragdo foi
insuficiente para inibir o crescimento do patégeno.

Os resultados médios da area necrosada em frutos
destacados tratados com ASM (75 e 150 mg/L) por imersdo
(ensaioIII) ndo foram estatisticamente diferentes do controle,
independente da época de avaliacao (p = 0,057) (Figura 2).
A ineficiéncia do ASM em induzir resisténcia pés-colheita
ja havia sido relatada em fruteiras como banana, contra F.
oxysporum f. sp. cubense, causador do ‘mal-do-Panama’
(Querino et al., 2005) e mesmo para o maracuja-azedo
contra C. gloeosporioides, quando aspergidos previamente
na concentragdo de 100 mg/L (Almeida, 2006). No presente
ensaio, foram avaliadas concentragdes menor (75 mg/L) e
maior (150 mg/L) do composto bioativo, além de empregar
método de aplicagdo (imersdo), sendo obtidos resultados
similares aqueles encontrados por Almeida (2006).

Os resultados do ensaio IV (frutos ndo lavados antes
da inocula¢@0) mostraram um efeito significativo entre o
tratamento com a mistura das suspensdes de A. blazei, L.
edodes e do ASM e o controle (p = 0,03) aos 6 d.a.i. (Tabela
1). Para o ensaio V (frutos lavados antes da inoculagio), ndo
foi detectado efeito significativo entre os tratamentos em

56

@ Imersao A. blazei

B Imersao L. edodes

FIGURA 1 - Efeito de suspensdes de Agaricus
blazei (A) e Lentinula. edodes (B) no tamanho das
lesdes da antracnose, causada por Colletotrichum
gloeosporioides, em frutos de maracuja-azedo.
Nao houve diferenga entre as concentragdes
(20%, 40% e 60%) das suspensdes. O asterisco
(*) indica diferenca significativa do tratamento
em relagdo ao controle pelo teste Scott-Knott a
5% de significancia.

nenhuma das épocas avaliadas (3 d.a.i.,, p = 0,18; 6 d.a.i.,, p
=0,34; 9 d.a.i., p = 0,89). Entretanto, o efeito do gendtipo
foi significativo aos 3 (p < 0,001) e 9 (p = 0,03) dai,
evidenciando que a resposta dos mesmos aos tratamentos
difere entre si (Tabela 2). Portanto, a adogdo da pratica de
lavar os frutos antes de desafid-los com o fungo suporta a
hipotese que o modo de acdo das suspensodes utilizadas se

2,51 OControle (4gua) MASM 150 mg/L @ ASM 75 mg/L

Area necrosada

3 6 9
Dias apés a inoculagao (DAI)
FIGURA 2 - Efeito do ASM no tamanho das lesdes da antracnose,
causada por Colletotrichum gloeosporioides, em frutos de

maracuja-azedo Nao foi observada diferenga estatistica entre os
tratamentos nas diferentes épocas avaliadas.
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TABELA 1 - Efeito da aplicagdo combinada de suspensdes de Agaricus blazei, Lentinula. edodes e do ASM no tamanho das lesoes (média +
desvio-padrdo) da antracnose em frutos de maracuja-azedo ndo lavados antes da inoculacéo artificial de Colletotrichum gloeosporioides

E‘pocas de avaliacio

Tratamentos Genotipo 3 dai 6 dai 9 dai

Controle UESB-B29 1,703 + 0,001 1,862 + 0,081 1,984 +£ 0,148
Mistura UESB-B29 1,705 + 0,001 1,885+ 0,051* 2,058 £ 0,231
Controle UESB-CI6 1,715+ 0,021 1,885+0,125 2,103 +£0,253
Mistura UESB-C16 1,704 + 0,000 1,866 + 0,051* 1,895 + 0,067
Controle UESB-E10 1,704 = 0,004 1,876 £ 0,034 1,897 +£ 0,038
Mistura UESB-E10 1,705 + 0,001 1,860 + 0,066* 1,705 + 0,001
Controle UESB-424 1,703 + 0,001 1,824 + 0,042 1,887 +£ 0,048
Mistura UESB-424 1,704 + 0,001 1,831 +0,051* 1,969 £ 0,111
Controle UESB-D22 1,702 + 0,001 1,942 £ 0,028 2,220 £+ 0,240
Mistura UESB-D22 1,704 £ 0,041 1,705+ 0,001* 1,905 + 0,090
Controle UESB-CI8 1,703 + 0,001 1,830+ 0,035 2,202 £ 0,401
Mistura UESB-CI8 1,703 + 0,001 1,823 +0,038* 2,027 0,367

(*) indica diferenca estatistica em relagdo ao respectivo controle pelo teste Scott-Knott a a = 0,05). d.a.i. = dias apds a inoculagéo.

TABELA 2 - Efeito da aplicagdo combinada de suspensdes de Agaricus blazei, Lentinula edodes ¢ do ASM no tamanho das lesoes
(média + desvio-padrao) da antracnose em frutos de maracuja-azedo previamente lavados antes da inoculagio artificial de Colletotrichum

gloeosporioides
Epocas de avaliagio

Tratamentos Gendtipos 3 dai 6 dai 9 dai
Controle UESB-B29 2,16 +0,01 2,33+0,23 3,74 £2,40
Mistura UESB-B29 2,05+ 0,00 2,18 £0,05 4,10 +£2,08 *
Controle UESB-C16 2,05+ 0,00 2,02 £0,01 2,31+0,08
Mistura UESB-CI6 2,05+ 0,00 2,08 £0,01 2,24 +0,01
Controle UESB-E10 2,18 + 0,06 2.18 £0,06 2,31 +0,09
Mistura UESB-E10 2,19+0,09 * 2,25 £0,19 2,29+0,16
Controle UESB-424 2,08 +0,05 2,22+0,19 2,51+0,24
Mistura UESB-424 2,05+ 0,00 2,22 £0,09 2,29+0,14
Controle UESB-D22 2,05+ 0,00 2,13 £0,06 2,42 +0,14
Mistura UESB-D22 2,05+ 0,00 2,19 £0,05 2,45+0,15
Controle UESB-CI8 2.05 +0,00 2,12 £0,01 2,27+0,13
Mistura UESB-C18 2,05+ 0,00 2,18 £0,07 2,42 4+0,29

(*) indica diferenca estatistica em relagdo ao respectivo controle pelo teste Scott-Knott a a = 0,05. d.a.i. = dias ap6s a inoculacao

da, possivelmente, por um efeito protetor atrelado ao efeito
inibitério de cada um dos componentes da mistura sobre C.
gloeosporioides, validando o que foi detectado em testes
preliminares de efeito antimicrobiano in vitro de A. blazei,
L. edodes e ASM sobre o fungo (dados nao mostrados). O
efeito de genotipo observado neste estudo é um aspecto
importante a ser considerado uma vez que a selecdo de
gendtipos que apresentem respostas de defesa frente a
aplicagdo de elicitores pode se constituir em ferramenta util
nos programas de melhoramento genético.

Embora nao se tenha utilizado lote de frutos ndo
inoculados (controle), com a finalidade de determinar a
eventual existéncia ¢ magnitude de infec¢des quiescentes
de C. gloeosporioides, em nenhum dos ensaios foram
observados sintomas da antracnose que ndo estivessem
circunscritas a area do fruto previamente delimitada
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para a realizagdo da inoculagdo artificial do fungo. A
auséncia de infec¢des latentes pode ser interpretada como
sendo decorrente das baixas temperaturas ambientes
em Vitoria da Conquista e/ou aos tratos horticulturais de
rotina, que incluiram a aplicagdo de fungicidas no campo
experimental.

Algumas metodologias de aplicag@o de indutores de
resisténcia em frutos sdo comumente utilizadas, tais como
imersdo ou aspersdo dos mesmos (Romanazzi et al., 2002;
Dantas et al., 2004). A deposi¢ao de fécula de mandioca,
na superficie de frutos, empregada no presente estudo, foi
utilizada em pés-colheita para ampliar o tempo de prateleira
dos frutos (Damasceno et al., 2003; Lemos et al., 2006) e ndo
tinha sido, até entdo, testada em associagdo com compostos
bioativos, com vistas a estudar efeito indutor e/ou protetor
dos mesmos.

57



D.S.0. Coqueiro et al.

A busca da capacidade de proteger frutos ainda em
condig¢des de campo a patdgenos de pos-colheita se justifica,
tendo em vista os relatos da acdo do ASM induzindo
resisténcia contra podriddes acarretada pelo fungo Fusarium
(Huang, 2000). O screening de compostos bioativos que
induzem resisténcia e/ou protecdo pode ser otimizado
empregando-se a aplicagdo dos mesmos combinadamente,
como no presente estudo.

Portanto, considerando o carater exploratorio inicial
deste trabalho que visou encontrar compostos bioativos no
controle da antracnose do maracuja-azedo, ¢ importante que
estudos adicionais sejam conduzidos a fim de se comparar
o efeito das suspensdes de A. blazei, L. edodes ¢ do ASM
com fungicidas ja utilizados no controle da antracnose do
maracuja-azedo para avaliacdo do grau de eficiéncia, bem
como da relagdo custo-beneficio.
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