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RESUMO GERAL

Doencas fungicas estdo entre as principais causas de perdas pds-colheita na cultura do
morangueiro e podem alcancar niveis elevados na auséncia de boas préticas agricolas e
tecnologias pdés-colheita. Fungos pertencentes a familia Botryosphaeriaceae foram
relatados na cultura causando podriddo pds-colheita e morte descendente em plantas,
dentre eles, Lasiodiplodia theobromae. Devido a importancia desse patégeno sobre o
morango, foi estudado o processo de colonizagdo no tecido da fruta; a capacidade
patogénica em trés cultivares e em outras frutas; a influéncia de fatores como: ferimento,
concentragdo de inoculo, temperatura, umidade e estadio de maturidade das frutas na
severidade da podriddo em morangos oriundos dos sistemas de cultivo organico e
convencional. Além disso, o fosfito de calcio (PhiCa) e potassio (PhiK) nas doses de 2,5;
5;7,5e 10 g.L* foram avaliados na reducéo da podriddo por L. theobromae e na qualidade
fisico-quimica de morangos das cultivares San Andreas e Benicia. Imagens realizadas
através de microscopia eletronica de varredura indicaram que L. theobromae colonizou o
tecido do morango em 24 h resultando na sua rapida deterioracdo; o fungo foi patogénico
nas cultivares de morango Benicia, San Andreas e Aromas € em maracuja, mamao,
acerola e manga. Morangos organicos com ferimento, sob as temperaturas de 25 e 30 °C
e 48 h de duracéo da umidade apresentaram maior severidade da podridao em relagdo aos
morangos convencionais. Morangos inoculados na concentragio de inoculo de 10°
conidios.mL* e completamente maduros apresentaram maior tamanho médio de lesdo em
ambos o0s sistemas de cultivo. Os Phi inibiram o crescimento micelial do fungo com
aumento da dose, no entanto, ndo reduziram a germinacéo de esporos. Também ndo houve
reducdo da incidéncia e severidade da podriddo em morangos da cv. San Andreas, além
de comprometer a firmeza da fruta. Em contrapartida, o PhiCa 10 g.L™* foi eficaz para a
cv. Benicia com protecdo até 72 h apds tratamento, alem de aumentar a firmeza, a acidez
titulavel e reduzir o indice de maturagdo dos morangos. O PhiK 2,5 g.L™ reduziu o peso
médio dos morangos nessa cultivar. Diante disso, os resultados do trabalho foram
essenciais para compreender o patossistema L. theobromae x morango, tendo em vista
que o patdgeno € emergente na cultura. O tratamento pds-colheita de morangos com
PhiCa 10 g.L* tem potencial no manejo alternativo por reduzir a podriddo causada por L.

theobromae na cv. Benicia.

Palavras-chave: epidemiologia; Fragaria x ananassa; manejo alternativo; podridao pés-

colheita; qualidade pds-colheita



GENERAL ABSTRACT

Fungal diseases are the main causes of postharvest losses in strawberry fruit and can reach
high levels in the lack of good agricultural practices and postharvest technologies. Fungi
belonging to the Botryosphaeriaceae family have been reported causing postharvest rot
in fruits and dieback in plants, among them, Lasiodiplodia theobromae. Due to the
importance of this pathogen on strawberry, the colonization process in the fruit tissue was
studied; the pathogenic capacity in three cultivars and in other fruits; the influence of
factors such as: wound, inoculum concentration, temperature, humidity and maturity
stage of fruits on the rot severity in strawberries from organic and conventional cultivation
systems. In addition, calcium phosphite (PhiCa) and potassium phosphite (PhiK) at doses
2.5; 5; 7.5 and 10 g.L* were evaluated in the reduction of L. theobromae rot and the
physical-chemical quality of the strawberry cultivars San Andreas and Benicia. Images
by scanning electron microscopy indicated that L. theobromae colonized strawberry
tissue in 24 h, resulting in its rapid deterioration; the fungus was pathogenic in the
strawberry cultivars Benicia, San Andreas and Aromas and in passion fruit, papaya,
barbados cherry and mango. Organic strawberries with wound, temperature around 25-
30 °C and humidity duration for 48 h showed a higher rot severity in relation to the
convencional strawberries. Strawberries inoculated at the inoculum concentration (108
conidia.mL™) and completely mature showed a larger mean lesion size in both cultivation
systems. Phi inhibited mycelial growth of the fungus with increased concentration,
however, did not reduce spore germination. The Phi did not reduce rot incidence and
severity besides compromising the firmness of strawberries cv. San Andreas. On the other
hand, PhiCa 10 g.L™ was effective for cv. Benicia with protection up to 72 h after
treatment, beyond increasing firmness, titratable acidity and reducing the maturity index
of strawberries. PhiK 2.5 g.L™ reduced the average weight of strawberries in this cultivar.
Therefore, the results of the work were essential to understand the L. theobromae x
strawberry pathosystem, considering that the pathogen is emerging in the crop.
Postharvest treatment of strawberries with PhiCa 10 g.L™ has potential in alternative
management for reducing L. theobromae rot in cv. Benicia, however, was not viable

solution for cv. San Andreas.

Keywords: epidemiology; Fragaria x ananassa; alternative management; postharvest

rot; postharvest quality
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PODRIDAO POR LASIODIPLODIA THEOBROMAE EM MORANGO:
EPIDEMIOLOGIA E MANEJO ALTERNATIVO

INTRODUCAO GERAL

A cultura do morangueiro

O morango (Fragaria x ananassa Duch), pertencente a familia Rosaceae é uma fruta
com distribuicdo e consumo no mundo todo (BANAEIAN; OMID; AHMADI, 2011; MORRIS;
SISTRUNK, 2017). Desde a antiguidade, no século XIV, varias espécies de Fragaria eram
cultivadas em jardins e hortas caseiras na Europa para fins medicinais e ornamentais
(DARROW, 1966; HUMMER; HANCOCK, 2009). No entanto, a espécie cultivada atualmente
€ um hibrido originario de um cruzamento natural, ocorrido em 1714, na Franca, entre duas
espécies octoploides: Fragaria virginiana (L.) Duch e Fragaria chiloensis (L.) Duch
(DARROW, 1966; FAEDI; BARUZZI, 2016; NJUGUNA et al., 2013). Por isso, somente no
século XVIII o morangueiro comegou a ganhar importancia econémica com a introducéo de
um programa de melhoramento, técnicas de cultivo e a criacdo de novas cultivares (FAEDI;
BARUZZI, 2016).

O germoplasma do morangueiro apresenta uma grande diversidade genética, que
incluem espécies selvagens diploides até decapldides (PETRAN; HOOVER, 2018). Apesar de
ser tipico de paises frios, as cultivares comerciais atuais permitiram uma ampla adaptacéo do
morangueiro as mais variadas condicdes de clima e solo, desde regibes tropicais até subarticas,
notadamente em cultivos na Europa e América. Por exemplo, na América do Norte 0s morangos
sdo cultivados extensivamente em areas frias como na Nova Escdcia e também em regides semi-
tropicais, como na Florida (ANTUNES et al., 2010; GALVAO et al., 2017; LI et al., 2010;
PETRAN; HOOVER, 2018). No Brasil, atualmente, a producdo se encontra em regides
temperadas e subtropicais, sendo utilizada para o consumo in natura ou industrial (GALVAO
et al., 2017; GUIMARAES et al., 2016).

Apesar de ser uma planta herbacea e perene, é cultivada na maioria das vezes como
cultura anual, com ciclo reprodutivo curto, diferente de outras rosaceas produzidas
comercialmente. 1sso ocorre com o intuito de reduzir riscos de pragas e doencas e aumentar o
rendimento e a qualidade do morango (ANDRIOLO et al.,, 2014; QIN et al., 2008).
Botanicamente, 0 morango ndo € uma fruta verdadeira, pois se origina de uma Unica flor com
muitos ovarios. O desenvolvimento de cada ovario produz uma fruta, o qual corresponde aos

pequenos pontos escuros do morango, 0s aquénios, popularmente conhecidos como sementes.
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A porc¢édo suculenta do morango consiste do receptaculo floral, assim como se d& na maca
(Malus domestica Borkh.) e na pera (Pyrus communis L.), onde a fruta verdadeira é a parte
central endurecida que contém as sementes. Os aquénios estdo arranjados na parte externa do
tecido do receptaculo (ANTUNES; CARVALHO; SANTOS, 2011; FAEDI; BARUZZI, 2016).

O cultivo comercial ocorre a partir de plantulas propagadas por estoldes formados nas
axilas das folhas de plantas adultas, portanto, o nimero de estoldes produzidos é um dos
principais parametros avaliados para o sucesso da propagagédo do morangueiro (HASAN, 2011;
SAVINI, 2008). Quando se busca o melhoramento genético da espécie, a fim de favorecer a
recombinacdo de genes e aumentar a variabilidade genética das populacGes, a propagacéo deve
ser feita por sementes. A capacidade de produzir diferentes genotipos, por meio da reproducédo
sexual, garante a sobrevivéncia da espécie em condigdes adversas. (ANTUNES; CARVALHO;
SANTOS, 2011)

No Brasil, a maioria das cultivares sdo oriundas dos Estados Unidos e sdo produzidas
por melhoristas para se adequar a diferentes ambientes, condi¢des climéticas e de cultivo e
nichos de mercado (FAEDI; BARUZZI, 2016). Podem ser divididas em grupos como as de dias
curtos, onde pode-se citar Oso Grande, Camino Real, Camarosa e Benicia, bem como as de dias
neutros, como Albion, Aromas, Monterey e San Andreas as quais estdo entre as principais
cultivares de morangueiro encontradas no Brasil (ANTUNES; REISSER JUNIOR, 2007;
GALVAO et al., 2017).

Producao de morango no Brasil

A producdo de pequenas frutas, dentre elas, mirtilo (Vaccinum asbey L.), framboesa
(Rubus idaeus. L.), cereja (Prunus avium L.), amora (Morus nigra L.) e morango, ainda é pouco
expressiva no Brasil, no entanto, alguns avancos tém sido verificados. A tendéncia é 0 aumento
e diversificacdo do cultivo de frutas vermelhas, devido ao apelo e utilizacdo no mercado
brasileiro e também da perspectiva de aumento na procura para exportacdo destas frutas,
visando a atender a entressafra do Hemisfério Norte (FACHINELLO et al., 2011). Dentre essas
frutas, a cadeia produtiva do morango apresenta maior destaque em termos econdmicos e
sociais, por mobilizar agricultores com escalas produtivas variadas que abrangem mercados
global e local. O interesse pelo seu cultivo cresce ao promover aumento da renda em pequenas
propriedades, demandar intensa mdo-de-obra mantendo trabalhadores em areas rurais, além da
aceitabilidade pelos consumidores e das opg¢Oes variadas de comercializagdo e processamento
(ANTUNES; REISSER JUNIOR, 2007; COSTA et al.; 2016; FACHINELLO et al., 2011;
FAGHERAZZI, 2013; OLIVEIRA; SCIVITTARO, 2009).
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A produgdo mundial de morangos é de 9.223.815 toneladas em uma &rea cultivada de
395.844 ha. A China é o principal produtor mundial com 3.724.647 toneladas seguindo dos
Estados Unidos em segundo lugar, com 1.449.280 toneladas (FAO, 2018). O Brasil esta longe
de competir com os principais produtores onde produz cerca de 100 mil toneladas em uma area
estimada de 3.500 ha (ANTUNES et al., 2010; ANTUNES; PERES, 2013; COSTA et al., 2016;
MADAIL, 2016).

As principais regides brasileiras produtoras de morango localizam-se em areas de clima
subtropical ameno com altitudes elevadas. No entanto, a cultura ja abrange areas de clima
tropical de altitude média a quente ressaltando que o rendimento da cultura depende de diversas
variaveis, como cultivar, sistema de producdo, manejo e cultivo local (CONTI et al., 2002;
DIEL et al., 2018).

O estado de Minas Gerais € o maior produtor nacional com 1500 ha e a produtividade
média alcancada é de 25 toneladas/ha, seguido pelo Rio Grande do Sul com 385,6 ha e 32
toneladas/ha e S&o Paulo com 800 ha e 34 toneladas/ha. Os trés estados, juntos, representam
em torno de 80% do total nacional (ANTUNES et al., 2010; MADAIL, 2016; REICHERT;
MADAIL, 2003; REISSER JUNIOR et al., 2015). Entretanto, com a melhoria das tecnologias
de producao, disponibilidade de novas cultivares adaptadas em diversos tipos de clima e solo,
ciclo de producdo uniforme, resisténcia a doencas e facilidade na colheita, a producdo de
morango se difundiu para outros estados brasileiros como Parand, Espirito Santo, Distrito
Federal, Rio de Janeiro, Santa Catarina, Bahia e Pernambuco (COELHO JUNIOR et al., 2016;
MADAIL, 2016).

Pouca énfase tém se dado a préatica de cultivo do morango na regidao Nordeste, sobretudo
em Pernambuco, onde existem areas propicias para o seu cultivo em diversos municipios do
estado. Isso pode gerar um maior desenvolvimento local e expandir a fronteira agricola do
morango (COELHO JUNIOR et al., 2016). Ha uma caréncia de informacdes em relacdo a
producdo de morango tendo em vista que o Gltimo Censo Agropecuario do IBGE para a cultura
foi no ano de 2006, em que a regido Nordeste produziu 97 toneladas, na qual se destaca a Bahia

com 52 toneladas, Pernambuco com 39 toneladas e Paraiba com 5 toneladas (IBGE, 2006).

Qualidade pos-colheita do morango

O morango é uma fruta muito apreciada por apresentar apelo visual, aroma e sabor
marcantes e versatilidade de comercializagdo. A principal forma de consumo é in natura, mas
uma consideravel quantidade é utilizada na industria para a producéo de geléias, doces, iogurtes,

sucos, licores, entre outros. E uma excelente fonte alimentar de acido ascérbico, potéssio,
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calcio, fibras, além de ser fonte de energia de acucares simples (BONARSKA-KUJAWA et al.,
2012; FAGHERAZZI, 2013; GIAMPIERI et al., 2012; WEI et al., 2018). A fruta também
apresenta alto contetdo de fitoquimicos benéficos a salide humana. Esses fitoquimicos incluem
flavonoides, estilbenos, acidos fendlicos, antocianina e os elagitaninos, sendo os dois Ultimos
0S principais compostos antioxidantes presentes no morango (GIAMPIERI et al., 2012;
MARAEI, 2017; PAREDES-LOPEZ et al., 2010).

A qualidade e o consumo do morango séo determinados por diversos paradmetros como
docura, teor de sdlidos soluveis totais (SST), acidez, cor e firmeza, além do interesse crescente
pelos beneficios da fruta para a satde, como a presenca de vitaminas, minerais e fitoquimicos
(MARTINEZ et al., 2017; OLIVEIRA; LINS; SANTOS, 2012; SHIN et al., 2008).

O sabor, a dogura e a acidez sdo considerados os trés componentes principais da
qualidade organoléptica do fruto. O sabor da fruta € determinado principalmente pelo conteido
de &cidos totais, SST e seu equilibrio (RESENDE et al., 2008). Os consumidores preferem
morangos doces e a dogura esta positivamente correlacionada com a concentracdo de actcar
(BHAT et al., 2015). Por isso, a determinacdo e quantificacdo de agucares e dogura sdo de
grande importancia em muitos campos de pesquisa em alimentos (MAGWAZA; OPARA,
2015). O teor de SST indica a quantidade de todas as substancias dissolvidas na polpa das frutas,
sendo constituidas por agucares, principalmente sacarose, frutose e glicose (CHITARRA,;
CHITARRA, 2005). Podem ser determinados usando refratometria ou colorimetria
(MAGWAZA; OPARA, 2015). O SST tende a aumentar continuamente durante o
amadurecimento, embora algumas alteraces ndo sejam estatisticamente significativas
(MARTINEZ et al., 2017).

Em muitas frutas, a acidez é alterada durante a maturacdo e amadurecimento,
diminuindo a medida que a fruta amadurece (BARMAN; AHMAD; SIDDIQUI, 2015). A
acidez das frutas pode ser determinada por dois métodos, a acidez titulavel (AT), por
titulometria, e o potencial de hidrogénio (pH). O primeiro método representa todos os acidos
encontrados (&cidos organicos livres, na forma de sais e compostos fendlicos), enquanto que o
segundo determina a concentracdo de hidrogénio da solucdo, a qual pode variar no morango
entre 3,18 e 4,10 (KADER, 1991).

A relacdo entre os valores de SST e acidez titulavel, conhecida como relacdo SST/AT,
€ uma das variaveis mais representativas na avaliacdo do sabor das frutas e retrata melhor do
que a determinacdo isolada da concentracdo de acUcares ou acidez. A estimativa desta variavel
permite obter informagdes mais seguras em relagdo ao sabor da fruta, pois demonstra o

equilibrio entre os teores de aglcares e acidez presentes. Desta forma, o doce esté relacionado
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com a relagdo SST/AT, e quanto maior for esta relagdo, maior serd o sabor doce na mesma
(ANTUNES et al., 2010; BARMAN, AHMAD, SIDDIQUI, 2015; CHITARRA; CHITARRA,
2005). Os acucares totais e acidos organicos sdo influenciados pela cultivar e pelo estadio de
maturacdo (GIUGGIOLI et al., 2018).

A firmeza é uma caracteristica importante do morango, porém altamente variavel
conforme a genética, condi¢cdes de crescimento e constituicdo da fruta no momento do teste
(grau de amadurecimento, tamanho, manuseio pds-colheita, temperatura interna, entre outros)
(DOVING, MAGE, VESTRHEIM, 2005). As alteracoes na firmeza estéo relacionadas com as
alteracdes de SST, AT e as relagdes SST/AT que sdo comumente usadas como indicadores de
maturacio para morangos (MARTINEZ et al., 2017). Os dados de firmeza das frutas também
sdo influenciados pelos métodos utilizados e ndo existe um método comum padronizado para o
teste de firmeza dos morangos (DOVING; MAGE; VESTRHEIM, 2005). O penetrometro é
uma das formas utilizadas para a determinagé@o dessa variavel e pode ser usado por produtores
e distribuidores. Os resultados geralmente séo relatados em newton (N) e o equipamento pode
cobrir diferentes faixas de pressdo de acordo com o tipo de produto, variedade e fase de
amadurecimento (LOMBARD et al., 2008; YAN et al., 2019).

A qualidade pos-colheita € definida por diversas praticas agricolas realizadas no campo.
Muitas variaveis podem afetar consideravelmente o valor nutritivo e a qualidade dos morangos
(RECAMALES; MEDINA; HERNANZ, 2007), como cultivar, condi¢des climaticas, nutri¢do
da planta, doencas e insetos pragas, irrigacdo, fertilizacao e técnicas de colheita. Tipo de solo,
temperatura, geada e tempo chuvoso na colheita também podem ter efeitos adversos sobre a
vida de armazenamento do produto (KAFKAS et al., 2007; MORRIS; SISTRUNK, 2017;
PRUSKY, 2011). Além disso, as etapas posteriores a colheita também sdo de extrema
importancia para a manutencdo da qualidade da fruta. Técnicas de manuseio inadequadas e falta
de infra-estrutura no transporte, armazenamento, processamento, embalagem e informacéo de
marketing sdo problemas que levam a reducdo da qualidade e desvalorizacdo do produto final
(PRUSKY, 2011).

Podriddo por Lasiodiplodia theobromae em morango pés-colheita

Grandes perdas sdo constatadas nas fases de producao, distribuicdo, armazenamento e
comercializacdo de produtos hortifruticolas (FREIRE JUNIOR; SOARES, 2014). As causas de
perdas apos a colheita dos produtos vegetais podem estar relacionadas ao manejo da cultura no
campo, as préaticas inadequadas de embalagem, armazenamento e transporte, e a patégenos
(OLIVEIRA; LINS; SANTOS, 2012).
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O desenvolvimento do cultivo de morangos no Brasil ainda depende de cultivares
importadas, que ndo estdo adaptadas ao meio ambiente e, portanto, sdo improdutivas e
vulneréveis a fatores bidticos e abidticos na regido produtora. Sdo mais suscetiveis a doengas
devido as condi¢es climaticas, de umidade relativa e temperatura alta, as quais sao propicias
ao desenvolvimento de fungos e bactérias (GALVAO et al., 2017). Além disso, 0 morango é
altamente perecivel, com répida atividade metabdlica e suscetibilidade a injurias mecanicas as
quais sdo favoraveis ao ataque dos patdgenos. Dessa forma, deteriora-se em curto periodo de
tempo e reduz consideravelmente a vida pés-colheita (CHITARRA; CHITARRA, 2005;
HAKIMI et al., 2017; MALGARIM; CANTILLANO; COUTINHO, 2006)

Fungos causadores de podriddes pds-colheita estdo entre os principais problemas na
producdo de morangos os quais resultam na redugdo em quantidade e qualidade, causando
perdas econdémicas nos campos na época da colheita, durante a comercializagdo e transporte
(AYOUBI; SOLEIMANI, 2016; LOPES et al., 2014). A incidéncia de fungos pos-colheita
depende do nivel de contaminacéo no estadio de maturacéo e da posterior infec¢do, devido a
tendéncia ao amolecimento e a suscetibilidade a lesdes epidérmicas causadas pelo manejo
(CONTIGIANI et al., 2018).

Dentre os principais fungos pos-colheita em morango, destacam-se Botrytis cinerea
Pers.:Fr., considerado o principal patdgeno pos-colheita e agente causador do mofo cinzento,
Rhizopus stolonifer (Ehrenb.) Vuill. e espécies de Colletotrichum Corda, Deutschl., causadores
da podriddo mole e antracnose, respectivamente (AMORIM et al., 2016; CONTIGIANI et al.,
2018; FELIZIANI; ROMANAZZI, 2016; ROMANAZZI et al., 2013). Outros fungos tambem
vém sendo relatados como Pilidium concavum (Desm.) Hohn., Geotrichum candidum Link.,
Rhizoctonia solani Kuhn., Phytophthora de Bary, Sclerotinia sclerotiorum (Lib.) de Bary,
Pestalotia longisetula Guba., Ghomonia comari Karst. e Alternaria (Nees:Fr.) (COSTA et al.,
2003; LOPES et al., 2010; TANAKA et al., 2005).

A rapidez na disseminacdo de novas doencas ocorre pela facilidade atual de transito de
material vegetal entre regibes, que muitas vezes esta infectado por algum patdgeno,
possibilitando que o mesmo seja disseminado por milhares de quildmetros em curto espaco de
tempo (UENO; COSTA, 2016). Dentre os fungos, existem relatos de géneros pertencentes a
familia Botryosphaeriaceae causando podriddo e mumificacdo na fruta na fase pos-colheita bem
como morte descendente em plantas no campo na cultura do morangueiro sendo 0s agentes
causais Neofusicoccum parvum (Pennycook & Samuels) Crous, Slippers & A.J.L. Phillips e
Lasiodiplodia theobromae (Pat.) Griffon & Maubl., respectivamente (LOPES et al., 2014;
NAM et al., 2016 ; YILDIZ; BENLIOGLU; BENLIOGLU, 2014). Esses fungos podem
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representar uma ameaca a cultura do morangueiro e requer atencdo consideravel no setor da
fruticultura e principalmente dos produtores de morangos, ja que sdo fungos emergentes na
cultura.

O fungo L. theobromae é um ascomiceto capaz de associar-se a uma ampla gama de
hospedeiros, com destaque para frutiferas tropicais, além de ser amplamente distribuido em
regides tropicais e subtropicais (CARDOSO; VIANA; MARTINS, 2018; COUTINHO, 2017,
PHILLIPS et al., 2013;). Também é considerado oportunista com um estadio endofitico latente,
ou seja, capaz de colonizar tecidos sadios sem causar qualquer dano. No entanto, quando as
plantas hospedeiras estdo em condigdes de estresse (seca, granizo, vento, geada, danos causados
por insetos ou préaticas culturais realizadas pelo homem) o fungo pode tornar-se patogénico
(DISKIN et al., 2017; JAMI et al., 2013; PEREIRA, SILVA, RIBEIRO; 2006; SLIPPERS;
WINGFIELD, 2007).

De acordo com as suas caracteristicas morfologicas, L. theobromae apresenta um
conidioma estromatico picnidial de cor marrom escuro a preto, ostiolado, globoso a sub-
globoso, imerso no hospedeiro tornando-se erumpente quando maduro, medindo até 5 mm de
largura. A paréafise € hialina, cilindrica, septada, ocasionalmente ramificada com extremidades
arredondadas de até 55 um de comprimento e 3-4 um de largura. As células conidiogénicas sao
hialinas de paredes finas, lisas, cilindricas, holoblasticas, proliferando-se, ao longo do tempo,
formando uma ou duas anelacgdes, ou proliferando no mesmo nivel. Os conidios sdo subovoides
a elipsoide-ovoide, apice arredondado, afilado na base, mais largo no terco médio e superior,
paredes espessas, inicialmente hialino e aseptado, tornando-se marrom escuro com O
amadurecimento e septado, com depositos de melanina na superficie interna da parede dispostos
longitudinalmente dando uma aparéncia estriada aos conidios, que geralmente medem 21,7-
30,1 de comprimento x 11,7-18,3 um de largura (ALVES et al., 2008; VENTURA; COSTA,
TATAGIBA, 2004). Além da morfologia, estudos moleculares com base nos dados de
sequéncia da regido do espacador interno transcrito, ITS (Internal Transcribed Spacer), do fator
de elongacdo, EF-1a (Elongation Factor) ¢ da B-tubulina, Bt (B-tubulin) sdo fundamentais para
0 reconhecimento da espécie, bem como para estudo de filogenias das demais espécies
pertencentes a familia Botryosphaeriaceae (ABDOLLAHZADEH et al., 2010; ALVES et al.,
2008; YANG et al., 2017).

Dentre as doengas causadas por L. theobromae pode-se citar podriddo de raizes, morte
descendente, mancha foliar, vassoura de bruxa, cancros, gomoses e podriddo de frutos
(CARDOSO et al., 2009; CHANDRA et al., 2014; CORREIA et al.; 2016; DARGE, 2017;
NAM et al., 2016; PUNITHALINGAM, 1980; ZHU et al., 2014). E considerado um patdgeno
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chave responsavel por doencas pos-colheita de produtos hortifruticolas tropical e subtropical
(BAUTISTA-BANOS, 2014; COUTINHO et al., 2017).

A podriddo peduncular ¢ uma doenca poés-colheita causada por varios fungos
relacionados a familia Botryosphaeriaceae, sendo L. theobromae o mais prevalente. Na manga
e no mamao é considerada a segunda doenca de maior importancia e mais severa, perdendo
apenas para a antracnose causada por Colletotrichum (DISKIN et al., 2017; MALIK et al.,
2018). A penetracdo de L. theobromae no tecido do hospedeiro pode ser através de aberturas
naturais (estdomatos, lenticelas) e ferimentos. A infeccdo resulta da dispersédo dos esporos pela
agua da chuva até a superficie das frutas verdes. Uma vez que o conidio penetra no tecido
hospedeiro imaturo, permanece quiescente até que o processos de maturacéo e senescéncia da
fruta ocorram (OBIANOM; SIVAKUMAR, 2018). Assim que a fruta amadurece, muitas
mudancas fisioldégicas ocorrem, o patdgeno percebe-as e responde trocando a fase de vida
endofitica para uma estadio necrotréfico devastador (DISKIN et al., 2017). Dessa forma, os
sintomas surgem apdés a colheita na regido do corte do pedunculo, afetando a parte basal da
fruta geralmente no inicio da maturacdo (VENTURA; COSTA; TATAGIBA, 2004).

O fungo apresenta crescimento rapido, produzindo micélio nos tecidos do parénquima
infectado que leva a mumificacdo da fruta. As lesdes causadas por L. theobromae sdo escuras
com uma larga margem de tecido aquoso e uma superficie enrugada devido a erupcdo do
picnidio. Em um corte longitudinal da fruta, o tecido interno encontra-se escuro (VENTURA,;
COSTA; TATAGIBA, 2004).

Os estudos de patogenicidade de Gramaje, Urbez-Torres e Sosnowski (2018) mostraram
que dentro da familia Botryosphariaceae, Lasiodiplodia esta entre os mais virulentos e que
colonizam mais rapidamente o hospedeiro infectado. Na cultura do morangueiro, foi relatada
na Turquia e Coréia, onde as plantas exibiram descoloracdo necrotica das raizes e no tecido
interno da coroa, podridao negra nos estolBes e plantas filhas, murcha e morte (NAM et al.,
2016; YILDIZ; BENLIOGLU; BENLIOGLU 2014). A ocorréncia generalizada, a presenca de
uma fase latente que pode ser negligenciada pela quarentena e sua capacidade de causar doencas
rapidamente quando seus hospedeiros estdo sob estresse, fazem desse fungo uma ameaca
significativa a agricultura e principalmente a fruticultura no Nordeste brasileiro. Nessa regido,
a espécie é endémica e ja foi relatada em diversos frutos importantes como coco (Cocus
nucifera L.), manga (Mangifera indica L.) e mamao (Carica papaya L.) (MARQUES et al.,
2013; NETTO et al., 2014; ROSADO et al., 2016). Esse fato é relevante principalmente sob
mudancas climéticas drasticas que aumentam o estresse nas comunidades vegetais (ROSADO
et al., 2016; SLIPPERS; WINGFIELD, 2007).
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O controle efetivo de L. theobromae se torna dificil por ser cosmopolita, polifago e pela
grande variedade de hospedeiros suscetiveis. A verificacdo da patogenicidade, localiza¢do
geografica da planta afetada, caracterizacdo morfologica e biolégica do isolado sdo etapas
cuidadosas e fundamentais. Além disso, € importante a compreensdo da ecologia e patologia de
L. theobromae no que se refere a sua capacidade de troca de hospedeiro e interagdo hospedeiro-
fungo-ambiente (MACIEL, 2015; MELO, 2014; SLIPPERS, WINGFIELD, 2007).

Condigdes que influenciam o desenvolvimento de doencas pos-colheita

O conhecimento epidemioldgico de doencas fungicas de plantas, principalmente em
frutiferas é essencial para ajudar a prever o risco de doenca durante a estagcdo de crescimento
e/ou na colheita e durante o armazenamento pds-colheita. Prever a doenca das plantas é
desafiador e requer grandes esforcos de pesquisa ao longo de varios anos para compreender a
dindmica das quatro principais variaveis envolvidas no desenvolvimento da doenca: a
presenca/auséncia e quantidade do indculo, estadio de maturacao e suscetibilidade da cultura,
as condigdes ambientais e acdo de produtores que tentam mudar a dindmica das doencas dos
sistemas agricolas (MICHAILIDES; MORGAN; LUO, 2010).

O inicio do desenvolvimento de uma doenca requer um hospedeiro suscetivel, um
patogeno e condi¢bes ambientais favoraveis. Na maioria das vezes, o gendtipo do hospedeiro e
do patogeno é um fator limitante no desenvolvimento da doenca. Uma combinacdo de uma
planta suscetivel e um patégeno com genes de viruléncia para esse hospedeiro deve agir em
conjunto sob condicGes favoraveis de temperatura, umidade e frequentemente outros fatores
para o desenvolvimento da doenca (MASS, 2004). A infeccdo por patdgenos fungicos, pode
ocorrer em qualquer etapa da cadeia produtiva, na estacdo de crescimento, colheita, manuseio,
armazenamento, transporte e comercializacdo, ou até mesmo ap0s a aquisi¢éo pelo consumidor
(SINGH, 2018). A severidade das doencas pds-colheita € amplamente influenciada pelo
ambiente, como condicdes fisicas da fruta, temperatura e umidade e composicdo da atmosfera
no armazenamento (JEONG; JEONG, 2018).

Ferimentos durante o crescimento e maturacdo da fruta, bem como no manuseio e
armazenamento predispdem o produto hortifruticola ao ataque por diversos patdgenos pos-
colheita que irdo afetar a sua qualidade (KUYU; TOLA, 2018; PRUSKY et al., 2010). Dessa
forma, podem levar a ativacdo de uma série de respostas fisiologicas e bioquimicas que
promovem aumento na atividade respiratoria, na producéo de etileno e distlrbios relacionados
a compartimentalizag&o celular, perda de &gua e consequentemente reducéo da matéria seca das
frutas (BRACKMANN et al., 2016; CHITARRA; CHITARRA, 2005). No entanto, muitos
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patdgenos sdo capazes de romper a clticula do hospedeiro ao longo do periodo de crescimento
da fruta, mesmo na auséncia de ferimentos, o que possibilita que a infecgdo ocorra (PRUSKY
et al., 2010).

O morango é altamente perecivel e tem uma vida pds-colheita muito limitada devido as
altas taxas metabolicas, a fragilidade do tecido, a suscetibilidade a danos mecanicos, a perda de
agua e a deterioracao por fungos. Qualquer ferimento na fruta pode causar vazamento de fluidos
da area afetada, os quais sdo ricos em agucares soliveis que servem como substrato para o
desenvolvimento de fungos. Por esta razdo, o morango é colhido e embalado no campo com
manuseio pos-colheita cuidadoso, a fim de evitar danos que possam facilitar a penetracdo de
fungos (FELIZIANI; ROMANAZZI, 2016; PICHA, 2006; SANCHEZ et al., 2012).

O conteudo quimico da fruta e sua epiderme também podem influenciar o primeiro
passo do processo de infeccdo. Por exemplo, o teor de compostos volateis, fenolicos e acidos
organicos na epiderme da fruta muda substancialmente a medida que se aproxima da
maturidade (GARCIA-BENITEZ; MELGAREJO; DE CAL, 2017). A textura é um dos
parametros de qualidade de frutas frescas e 0 morango € caracterizado pela perda rapida da sua
firmeza em poucos dias apds o amadurecimento. Nesse processo, ocorre a despolimerizacao
gradual dos glucanos da matriz nas paredes das células e a dissolugdo da lamela média das
células do parénquima cortical (POSE et al., 2011). Essas alteracdes fisiologica e metabdlica
afetam a composicao nutricional e causam um declinio nos mecanismos de resisténcia, por isso,
0 amadurecimento é considerado fator critico na suscetibilidade das frutas aos patdgenos pos-
colheita (PRUSKY; WILSON, 2018).

Uma infeccdo bem sucedida pode ser dependente do nivel do indculo disponivel
(BARKAI-GOLAN, 2001). Durante o armazenamento a frio, as infeccdes antes quiescentes
tornam-se sintomaticas e a doenca pode alcancar outras frutas adjacentes. Além disso, a
esporulacdo pode ocorrer em frutas deterioradas, levando a producdo de in6culo secundario que
podem infectar frutas sadias ainda no armazenamento. O tecido infectado de frutas em
decomposicdo também pode permanecer aderido aos recipientes, tornando-se uma fonte de
indculo em casas de embalagem (BERNAT, 2017). Assim, pode-se evitar a infec¢do inicial
através do manuseio adequado e da reducdo da quantidade de in6culo disponivel (ECKERT,
1967; LAFARGA et al., 2019).

Para reduzir a quantidade de indculo nos ambientes de armazenamento e o risco de
contaminacdo da producdo, medidas profilaticas devem ser aplicadas, como limpeza e
desinfestacdo de todas as instalacGes e setores de manuseio, bem como todos os equipamentos,

maquinas, utensilios, ferramentas e recipientes. Todas as superficies que entrarem em contato
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com os hortifruticolas durante todos os estadios de producdo devem ser regularmente limpas e
sanitizadas (LAI et al., 2017).

A temperatura e a duracdo da umidade foram relatadas como os dois fatores abioticos
mais importantes que influenciam a germinacdo e esporulagdo de conidios, infeccdo de frutas
e no desenvolvimento de podridées (BERNAT, 2017). Sabe-se que cada fungo apresenta uma
temperatura 6tima de crescimento, frequentemente entre 23 e 33 °C e uma faixa restritiva entre
3 e 12 °C que podem influenciar quaisquer um desses processos (DISKIN et al., 2017). Fungos
causadores de podridao pds-colheita geralmente crescem na faixa de 20-25 °C, com um maximo
entre 27 e 32 °C dependendo da espécie de fungo envolvida (SARDELLA; GATT;
VALDRAMIDIS, 2018).

Para L. theobromae a temperatura de 30 °C, e alta umidade relativa, sdo as condicdes
favoraveis a infeccdo pelo patogeno (MAFTOONAZAD et al., 2007; VENTURA; COSTA;
TATAGIBA, 2004). A alta umidade relativa favorece o crescimento de fungos, contudo, pode
desidratar os produtos frescos se for muito baixa. Por isso, este & um parametro relevante
durante o armazenamento refrigerado dos produtos frescos (FELIZIANI; ROMANAZZI,
2016).

Né&o existem estudos relacionados aos fatores epidemiologicos que levam a ocorréncia
da podriddo pos-colheita por L. theobromae em morango, a fim de identificar as condic6es
ideais para o desenvolvimento do fungo e dos sintomas apos a colheita tendo em vista que €

uma etapa fundamental para estabelecer estratégias de manejo.

Manejo de podriddes pos-colheita com fosfitos

O morangueiro é uma cultura que exige manuseio cuidadoso e o estabelecimento
rigoroso de praticas adequadas de manejo pos-colheita, a fim de manter a qualidade do produto
final ap6s a colheita. O manejo da temperatura durante o armazenamento é o fator mais
importante para assegurar a qualidade e a vida util do morango (CANTILLANO et al., 2008;
FELIZIANI; ROMANAZZI, 2016; PICHA, 2006; RAHMAN et al., 2016). Os morangos
requerem uma remocao rapida do calor do campo e armazenamento em baixas temperaturas (0
a 1° C), pois quanto mais rapido o resfriamento do produto colhido, menor a porcentagem de
frutas apodrecidas no armazenamento. Além disso, a manutencdo dessa cadeia de frio durante
o transporte e distribuicdo é outro fator chave, uma vez que qualquer interrupcdo da cadeia de
frio pode permitir o desenvolvimento de uma infeccdo patogénica que estava inativa
(FELIZIANI; ROMANAZZI, 2016). Isso € um problema principalmente nos paises em
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desenvolvimento devido a falta de instalacbes de armazenamento bem equipadas (JEONG;
JEONG, 2018).

Com o uso de boas técnicas pds-colheita e a cultivar apropriada, os morangos tém uma
vida de prateleira de sete a 10 dias. Para isso, 0s cuidados no manuseio do produto, a embalagem
adequada, a temperatura e a umidade relativa pos-colheita sdo essenciais (CANTILLANO et
al., 2008; PICHA, 2006).

O uso de defensivos agricolas ainda no campo tém sido a principal medida de controle
para prevenir doengas pds-colheita na cultura do morangueiro. Em algumas situacfes e em
certas regides do Brasil, se gasta em torno de 30 a 40 aplica¢Oes de fungicidas, perfazendo um
total de 35 kg a 45 kg do produto comercial por hectare (UENO; COSTA, 2016; ZAMBOLIM,;
COSTA, 2006). Atualmente, apenas trés grupos de fungicidas sdo registrados pelo
Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA) para o controle do mofo
cinzento, uma das principais doencas do morango no Brasil: dicarboxamidas, benzimidazol
(MBC) e anilinopirimidina (BRASIL, 2019; WANG; SHI; WANG, 2018). A dependéncia do
uso desses produtos podem colocar em risco a saude do consumidor, desequilibrio ao meio
ambiente, reducdo da populacdo de inimigo naturais de pragas, de insetos polinizadores e de
microrganismos benéficos do rizoplano e do filoplano. Além disso, 0 uso continuo tem
favorecido o desenvolvimento de isolados resistentes a fungicidas (LOPES et al., 2017).

Dessa forma, o desenvolvimento de abordagens alternativas para o controle de
fungos pos-colheita em escala comercial tornou-se um desafio para fitopatologistas nos
altimos anos (SIDDIQUE; HARDY; BAYLISS, 2017). O uso de tecnologias p6s-colheita
adequadas € essencial para reduzir as doencas pds-colheita, os efeitos adversos das condic6es
de estresse e da taxa de processo de envelhecimento, bem como manter a qualidade nutricional
e aumentar o tempo de armazenamento dos morangos (ASGHARI; HASANLOOE, 2016). A
fim de estender a vida de prateleira, através da reducdo da taxa metabdlica do controle da
podriddo de frutas e frutos, o armazenamento refrigerado € a principal ferramenta que tem se
mostrado eficaz (ALMEIDA et al., 2015). No entanto, diversas outras técnicas como
embalagem em atmosfera controlada, controle bioldgico, irradiacdo, entre outras, sdo
amplamente praticadas e o tratamento com sais, como exemplo, os fosfitos, tém ganhado
atengdo (MARAEI; ELSAWY, 2017; SINGH, 2018; SINGH; YADAV; VERMA, 2017).

Os fosfitos (Phi) sdo sais inorganicos derivados do acido fosforoso (H3POs) com uma
mistura de hidréxido de potassio (KOH) que apresentam baixa toxicidade (DELIOPOULOQOS;
KETTLEWELL; HARE, 2010; LOBATO et al., 2010; PALOU et al., 2016). Diferentemente

do fosfato (Pi), ndo existe comprovacao de que os fosfitos possam substitui-los no fornecimento
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de fésforo para auxiliar no crescimento das plantas, pois a conversao de fosfito a fosfato no solo
é muito lenta (MCDONALD; GRANT; PLAXTON, 2001). No entanto, podem ser utilizados
como complemento, fornecendo uma fonte potencialmente econémica de fésforo para as
plantas. Inclusive os produtos que contém Phi sdo fertilizantes de modo que apds a
neutralizacdo de pH existem cations utilizados como nutrientes de plantas, dentre eles K*, NH**,
Ca?*, Mg?*, Cu?** ou Zn** (ACHARY et al., 2017; BONETI; KATSURAYAMA, 2011; THAO;
YAMAKAWA, 2009).

O Phi € absorvido pelos mesmos transportadores do Pi, € movel tanto no floema como
no xilema e sugere-se que é detectado pelas plantas como Pi (MCDONALD; GRANT;
PLAXTON, 2001). Embora sejam semelhantes estruturalmente, a simples auséncia de um
atomo de oxigénio em Phi altera de forma significativa suas propriedades quimicas. Os sais de
Phi sdo geralmente mais solGveis e reagem menos com 0s componentes do solo, tornando-o
mais facilmente disponivel para as raizes das plantas que o Pi. Assim, Phi parece ser um
substituto para o Pi nos cultivos agricolas (ACHARY et al., 2017).

Na década de 70, esses produtos comecaram a ganhar destaque, ao demonstrar que, a
reacdo com o etanol para formar o etilfosfonato, suprimiam efetivamente varias doencas de
plantas causadas por patdgenos habitante do solo, principalmente oomicetos (MCDONALD;
GRANT; PLAXTON, 2001). Em 1980, o primeiro produto contendo Phi foi produzido pela
combinacdo com ions de aluminio, resultando no fosetyl-Al, que apos a hidrélise do etil-
fosfonato presente na molécula, libera o Phi que ira proteger a planta, sendo capaz de translocar
via floema e via xilema (COOK; LANDSCHOOT; SCHLOSSBERG, 2009; GUEST; GRANT,
1991).

Atualmente, varias formulacGes de Phi contendo macro e micronutrientes estdo sendo
comercializadas no Brasil para uso em diversas culturas (ACHARY et al., 2017; BONETI;
KATSURAYAMA, 2011; THAO; YAMAKAWA, 2009), como exemplo, fosfito de célcio
(PhiCa) e fosfito de potassio (PhiK). Muitos relatos mostram o emprego desses produtos para
controle de doencas de diversas frutiferas como videira, cafeeiro (Coffea sp.), morangueiro,
mamoeiro, macieira, pessegueiro (Prunus persica L. Batsh.), cacaueiro (Theobroma cacao L.),
citrus e em florestais como eucalipto (Eucalyptus globulus Labill.) e pinheiro (Pinus pinea L.)
(ARAUJO; VALDEBENITO-SANHUEZA; STADNIK, 2010; BONETI; KATSURAYAMA,
2005; BLUM et al., 2007; BRACKMANN et al., 2004; CERIONI et al., 2013; DIANESE et
al., 2009; LOPES et al., 2017; MOREIRA; MAY-DE MIO, 2009; NOJOSA et al., 2009;
REBOLAR-ALVITER; MADDEN; ELLIS, 2007; ROLANDO et al., 2017; SCOTT et al.,
2013; YOGEV et al., 2006).
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A eficiéncia dos Phi tem sido demonstrada principalmente para controle de oomicetos,
como espécies de Phytophthora, Pythium e Plasmopora. No entanto, existem também relatos
de reducdo da severidade de doencas causadas por fungos como C. gloeosporioides, Venturia
inaequalis (Cooke) Winter e Monilinia fructicola (Wint.) Honey (ARAUJO; VALDEBENITO-
SANHUEZA; STADNIK, 2010; BONETI; KATSURAYAMA, 2005; MOREIRA; MAY-DE
MIO, 2009; OGOSHI et al., 2013).

Em relacdo aos mecanismos de acdo, os Phi podem apresentar efeito inibitério direto
contra patdgenos, através de danos na membrana, distorcéo da hifa e lise das paredes celulares,
e também ja demonstrou regulacdo negativa de genes que codificam proteinas envolvidas na
biossintese de componentes responsaveis pelo funcionamento do citoesqueleto de
Phytophthora cinnamomi Rands (KING et al., 2010). Tais alteragbes comprometem a
morfologia, a fisiologia e a esporulagdo do fungo, interferindo no processo de parasitismo
(KING et al., 2010). Um estudo de Lopes et al. (2017), verificou que a maioria dos tratamentos
com Phi apresentou efeito sobre o crescimento de C. gloreosporoides in vitro, especialmente
na reducdo do crescimento micelial e na producdo de conidios, indicando uma acdo direta no
patogeno.

Muitos relatos demonstram também a atuacao indireta, ao estimular resposta de defesa
natural da planta contra ataques de patdgenos. PhiK em macieira, induziu SAR (Resistance
Systemic Acquired) e controlou a requeima causada por Erwinia amylovora (Burril) Winslow
et al. (ACIMOVIC et al., 2015). Burra et al. (2014), Lim et al. (2013) e Olivieri et al. (2012),
verificaram que o Phi induziu modificagdes moleculares no periderma e no cortex do tubérculo
de batata (Solanum tuberosum L.), bem como dados protedmicos e microscopia sugeriram o
desencadeiamento de uma resposta de hipersensibilidade responsavel pela resisténcia induzida
da batata contra Phytophthora infestans L. O Phi induziu respostas de defesa pelo aumento da
expressdo de genes de defesa e estimulo das vias de sinalizacdo da auxina em Arabidopsis
thaliana L. infectada com Phytophthora cinnamomi L. (ESHRAGUI et al., 2011; ESHRAGUI
et al., 2014).

Um outro efeito benéfico é a capacidade de Phi controlar plantas daninhas (ACHARY
et al., 2017). Além disso, existem relatos de que Phi pode ser usado como bioestimulante,
melhorando o rendimento e a qualidade de varias culturas importantes e induzindo melhor
desempenho de plantas expostas a fatores de estresse abioticos (TREJO-TELLEZ; GOMEZ-
MERINO, 2018). Achary et al. (2017) e Rossal et al. (2016) demonstraram efeitos benéficos
no tamanho, intensidade floral, rendimento, acimulo de antocianinas e solidos sollveis totais

em citrus e abacate (Persea americana Mill.) bem como aumento consistente do crescimento e
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desenvolvimento das raizes de trigo (Triticum sativum L.), colza (Brassica napus L.), beterraba
(Beta vulgaris L.) e azevém (Lolium multiflorum L.) ap6s aplicacéo de PhiK.

O Phi é uma boa alternativa também para incluir no manejo integrado de doencas pos-
colheita devido a sua atividade antimicrobiana, baixa fitotoxidez e toxicidade ao ambiente e a
mamiferos, e menor custo de obten¢do do produto (DELIOPOULOS; KETTLEWELL; HARE,
2010; LAI et al., 2017; LOBATO et al., 2010; REBOLAR-ALVITER; MADDEN; ELLIS,
2007).

A Agéncia de Protecdo Ambiental dos Estados Unidos (Environmental Protection
Agency, EPA) considera Phi como fertilizante e produto GRAS (Generally Recognized As
Safe), e na Europa, como aditivos alimentares pela Autoridade Européia de Seguranca
Alimentar (EFSA), sendo isentos de tolerancia a residuos nas commodities agricolas. 1sso é
fundamental ja que no tratamento poOs-colheita as substancias estardo em contato com o0s
produtos frescos (PALOU et al., 2016). Em geral, esses produtos quimicos alternativos podem
ser aplicados a frutas frescas ap0s a colheita como solugdes aquosas, vapores ou tratamentos de
revestimento (PALOU et al., 2016).

O célcio (Ca) € um elemento usado em diversas formulacdes para tratamento pos-
colheita de frutas, por ser capaz de manter a qualidade na colheita e no armazenamento, prevenir
a deterioracdo da fruta e enriquecer o valor nutricional do produto (VALERO; SERRANO,
2010). O Ca pode induzir resisténcia a doencas pos-colheita por atrasar a deterioracdo do
produto através do reforco dos tecidos da parede celular e manutencdo da permeabilidade e
integridade seletiva a membrana (CICARESE et al., 2013; TALIBI et al., 2014). Ortiz, Graell
e Lara (2011) relataram que as aplicagdes com Ca em macéas preservaram a firmeza das frutas
e a perda desse nutriente da lamela média provocou o amolecimento das mesmas. Bagas de uva
inoculadas com Aspergillus niger 12h apds tratamento com fosfitos de célcio apresentaram
menor tamanho médio da lesdo (DAMBROS et al., 2016). Ensaios realizados na California
com fosfito de célcio também apresentaram controle satisfatério em variedade de Citrus e efeito
sinérgico com utilizacdo do calor, fungicidas convencionais, e outras substancias consideradas
GRAS como carbonato de sddio, sorbato de potéssio e bicarbonato de sédio na reducéo da
podriddo verde causada por Penicillium digitatum (Pers.) Sacc. (CERIONI et al., 2013).

O potéssio é outro nutriente que desempenha um papel importante na qualidade de frutas
pos-colheita, como a cor e tamanho, além de atuar em processos enzimaticos e na preservacao
da integridade celular, contribuindo para a formacdo de frutas com resisténcia a podriddes
(BARMAN; AHMAD; SIDDIQUI, 2015; CHITARRA; CHITARRA, 2005).
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O PhiK, em estudos de Lai et al. (2017), foi eficiente em atrasar o desenvolvimento de
Penicillium expansum Link em magés e reduzir a produgéo de patulina, micotoxina produzida
pelo fungo com efeito mutagénico e carcinogénico em humanos. Os autores sugerem que 0S
primeiros passos da rota sintética de patulina ao nivel transcricional pode ter sido afetada.
Alexandre et al. (2014) testando diferentes formulagbes de Phi (Ca, K, Mg, Zn e Cu),
evidenciou que o PhiK foi o sal mais eficiente contra a antracnose em jilés (Solanum gilo Radd.)
armazenados nas temperaturas de 13 e 24 °C, sugerindo uma alternativa potencial para ser
utilizada no manejo da doenca. A reducédo da severidade de L. theobromae em mamdes foi
obtida pelo tratamento com Phi, porém com maior eficiéncia quando combinados com
atmosfera modificada (AMARAL et al., 2017). Em manga, o PhiK ndo apresentou resultado
satisfatdrio para controle de L. theobromae, Fusicoccum aesculi Corda, e C.gloeosporioides
(MOURA et al., 2012).

Diante desse contexto, o presente trabalho objetivou avaliar os fatores epidemiologicos
que influenciam a severidade da podriddo causada por L. theobromae e a eficiéncia dos PhiCa
e PhiK no manejo da doenga e na qualidade fisico-quimica do morango em pés-colheita.
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Resumo

Lasiodiplodia theobromae é um fungo de grande importancia por causar doengas em uma ampla
gama de hospedeiros principalmente frutiferas tropicais e subtropicais. Recentemente, o fungo
foi relatado no morangueiro mostrando-se agressivo em plantas no campo e em frutas na pos-
colheita. Por ser uma doenga pos-colheita emergente no morango, ndo existe informacdes a
respeito desse patossistema e as condicdes favoraveis para o desenvolvimento da podriddo na
fruta. Nesse contexto, o estudo objetivou verificar a estrutura epidérmica de morangos sob
colonizacdo de L. theobromae através de microscopia eletrénica de varredura (MEV); a
patogenicidade do fungo em diferentes hospedeiros e cultivares de morango; e avaliar os fatores
epidemiologicos: ferimento, concentracdo de indculo, temperatura, umidade e estadio de
maturidade das frutas na severidade da doenca, em morangos provenientes dos sistemas de
cultivos organico e convencional. As imagens no MEV indicaram que o fungo é altamente
agressivo iniciando a colonizacdo do tecido da fruta 24 h ap6s a inoculacdo levando
rapidamente a sua deterioracdo. L. theobromae foi patogénico em maracuja, mamao, acerola e
manga, no entanto foi mais agressivo no morango. As cultivares Benicia, San Andreas e
Aromas foram suscetiveis ao fungo. A severidade da doenca foi maior em morangos com
ferimento provenientes do sistema de cultivo organico; o tamanho médio da lesao foi maior na
concentracdo de indculo de 10° conidios.mL? e em morangos completamente maduros em
ambos os sistemas de cultivo; ndo houve desenvolvimento da podriddo nos morangos nas
temperaturas de 15 e 20 °C e aqueles provenientes do sistema de cultivo organico apresentaram
maior severidade da doenca a 25 e 35 °C em relacdo ao convencional; a umidade néo foi fator
determinante para a ocorréncia da doenca e quando os morangos foram submetidos a 48 h de
camara Umida a severidade da doenca foi maior no sistema de cultivo organico. O estudo foi
fundamental para melhor compreenséo da interagdo L. theobromae - Fragaria x ananassa em

pos-colheita.
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Abstract

Lasiodiplodia theobromae is a important fungus that cause disease in a very wide host range
mainly tropical and subtropical fruit plants. Recently, this fungus has been reported in
strawberry showing high aggressiveness in plants and postharvest rot. Owing to the fact that it
is an emerging fungus in strawberry, there is no information about this pathosystem and the
favorable conditions to fruit rot development. In this context, the study aimed to verified the
epidermal structure of strawberries under L. theobromae colonization by scanning electron
microscopy (SEM); the pathogenicity of the fungus in different hosts and strawberry cultivars;
and to evaluate the epidemiological factors: wound, inoculum concentration, temperature,
humidity and fruit maturity stage in disease severity in strawberries from organic and
conventional systems. SEM images indicated that the fungus is highly aggressive initiating
colonization of the fruit tissue 24 h after inoculation leading to its deterioration quickly. L.
theobromae was pathogenic in passion fruit, papaya, barbados cherry and mango, however it
was more aggressive in strawberry fruit. The cultivars Benicia, San Andreas and Aromas were
susceptible to the fungus. The disease severity was higher in wounded fruits from the organic
system; the mean lesion size was higher at 10° conidia.mL™ and in fully matured fruits in both
cultivation systems; there is no fruit rot at 15 and 20 °C and strawberry fruits from organic
system showed higher disease severity at 25 e 30 °C in comparison to conventional system; the
humidity is not required for the disease and when the strawberries were subjected to a wet
chamber for 48 h the disease severity was higher in the organic system. This study is relevant

for comprehension of L. theobromae - Fragaria x ananassa in the postharvest stage.
Keywords: Botryosphaeriaceae; epidemiology; Fragaria; postharvest rot.

1. Introducéo

O morangueiro é uma cultura amplamente cultivada e a mais popular no grupo das frutas
vermelhas, com uma producdo em todo o mundo de 9,2 milhdes de toneladas (Forges et al.,
2018; Tazzo et al., 2015; Fao, 2018). A fruta apresenta alto valor nutritivo e econdmico, contudo
a vida de prateleira é extremamente curta, por ser altamente suscetivel a danos mecanicos e
invasdo microbiana (Wang et al., 2018; Ban, 2018).

Os fungos sdo responsaveis pela deterioracdo e reducdo da qualidade dos morangos
sendo os patdgenos mais prevalentes na cultura (Palou et al., 2016; Contigiani et al., 2018) e
Lasiodiplodia theobromae foi relatado recentemente apresentando-se altamente agressivo no

campo ao causar necrose e morte de plantas (Nam et al., 2016; Yildiz et al., 2014). Além disso,
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Neofusicoccum parvum, também pertencente a Botryosphaeriaceae foi relatado causando
podriddo e mumificacdo no morango (Lopes et al., 2014). Dessa forma, € preocupante a
disseminacdo de fungos dessa familia na cultura, principalmente nas regides de clima tropical
como no Brasil.

O conhecimento das condi¢bes que favorecem o desenvolvimento do patégeno e
investigar os fatores que influenciam a sua infecgdo na fruta é fundamental para estabelecer
estratégias eficazes de manejo da doenca. O ferimento € um dos principais fatores que ativam
o desenvolvimento de doencas pés-colheita e que irdo afetar a qualidade final do produto
(Kuyu; Tola, 2018; Prusky et al., 2013).

A penetracdo do hospedeiro por um patdgeno ndo resulta automaticamente no
desenvolvimento da doenca, a menos que existam condigdes favoraveis. Essas condicdes
incluem temperatura e umidade relativa adequadas (Droby; Wisniewski; Benkeblia, 2011).
Essas variaveis séo relatadas como os dois fatores abioticos mais importantes que influenciam
a infeccéo e o desenvolvimento da podriddo em frutos (Bernat, 2017).

A presenca de inoculo disponivel no campo e a concentragdo de esporos no campo, em
ramos mortos, folhas e flores, além de instalacdes de armazenamento como packinghouses,
podem levar ao aumento da probabilidade de infec¢do na pos-colheita (Fischer et al., 2011). O
contetdo quimico da fruta e sua epiderme é outro fator que pode influenciar principalmente o
primeiro passo da infecgdo. O teor de acidos organicos, compostos volateis e fenolicos na
epiderme da fruta muda substancialmente a medida que a mesma se aproxima da maturidade
(Garcia-Benitez, 2017). O sistema de cultivo e as praticas culturais também podem influenciar
na qualidade e no desenvolvimento de doengas pos-colheita, no entanto ainda ha uma escassez
de estudos relacionado a esses fatores (Barkai-Golan, 2001; Droby; Wisniewski; Benkeblia,
2011).

Tendo em vista que o impacto econémico de L. theobromae pode ser de grande
importancia na cultura do morangueiro e a falta de estudos relacionados a interacdo L.
theobromae - Fragaria x ananassa, o objetivo desse estudo foi avaliar (a) a colonizacéo de L.
theobromae em tecidos de morangos usando microscopia eletrdnica de varredura; (b) a
capacidade do fungo em causar doenca em outros hospedeiros incluindo trés cultivares de
morango; e (c) a influéncia dos fatores epidemiolégicos: ferimento, concentracdo de indculo,
temperatura, umidade e estagio de maturidade da fruta, no desenvolvimento da podriddo
causada por L. theobromae em morangos provenientes do sistema de cultivo organico e

convencional.

Material e Métodos
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2.1 Obtengéo, patogenicidade e agressividade dos isolados

Sete isolados de L. theobromae da cole¢do do Laboratério de Patologia Pos-colheita,
Universidade Federal Rural de Pernambuco (UFRPE), originarios de morangos com sintomas
caracteristicos da doenca, no ano de 2014, foram utilizados para verificar a patogenicidade. A
identificacdo foi realizada por inferéncia filogenética utilizando sequencias das regifes génicas
do RNA ribossomal (ITS), Beta-tubulina (3t) e do fator de elongacéo 1-alfa (ef1-a). Os isolados
foram cultivados em meio batata-dextrose-agar (BDA) a 25°C por cinco dias e inoculados em
morangos através da deposi¢do de discos de BDA contendo as estruturas fungicas. Os sintomas
foram registrados e procedeu-se o reisolamento, cumprindo os Postulados de Koch.

Para a avaliacdo da agressividade, a suspensdo de esporos dos isolados foi preparada
através da maceracdo de picnidios e liberagdo dos conidios, com adi¢cdo de 10 mL de agua
destilada esterilizada (ADE), filtragem em gaze dupla e contagem de esporos em camara de
Neubauer com ajuste da concentragdo para 10° conidios.mL™. Os morangos foram feridos,
inoculados com 10 pL da suspensao de esporos do fungo, submetidas a camara imida por 48 h
e incubadas a temperatura de 25 £ 2 °C e 70 % UR. A avaliacdo foi realizada 72 h apos a
inoculacdo através da mensuracdo do didmetro das lesbes (mm) em dire¢Oes opostas com
auxilio de um paquimetro digital. O delineamento experimental foi inteiramente casualizado

com cinco repeticdes e a unidade amostral equivalente a seis frutas.

2.2 Andlise estrutural de tecidos de morangos infectados com Lasiodiplodia theobromae

Foram realizados cortes de 2 cm? no tecido de morangos cv. San Andreas em diferentes
tempos: 24, 48 e 72 h apds a inoculacdo de L. theobromae. Os fragmentos foram transferidos
para tubos criogénicos contendo 15 mL de fixador (90:5:5, &cido acético: formol: alcool 70%,
v/IvIv). Apos 24h, as amostras foram colocadas em novos tubos contendo alcool 70%. Apds a
retirada do alcool, procedeu-se a liofilizacdo e em seguida revestimento com ouro das amostras
em um metalizador. Em seguida, foi realizada a analise das fotografias em microscopio
eletrénico de varredura - MEV (modelo VEGA3 TESCAN) no Centro de Apoio a Pesquisa
(CENAPESQ) da Universidade Federal Rural de Pernambuco (UFRPE).

2.3 Patogenicidade em diferentes hospedeiros e cultivares de morangueiro

A lavagem, desinfestacdo, ferimento e inoculacdo de L. theobromae em acerola
(Malpigia emarginata), maracuja (Passiflora edulis), mamdo (Carica papaya), manga
(Mangifera indica) e nas cultivares de morangueiro San Andreas, Aromas e Benicia foi

realizada da mesma forma que o teste de agressividade. Em seguida, as frutas foram
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acondicionadas em camara umida por 48 h e incubadas sob temperatura de 25 °C e 70% U.R.

até o aparecimento dos sintomas.

2.4 Fatores epidemioldgicos que influenciam a infeccdo de Lasiodiplodia theobromae em

morangos oriundos de cultivo organico e convencional

A severidade da doenca em morangos provenientes do municipio de Brejo da Madre de
Deus (PE), caracterizado pelo sistema de cultivo orgénico, € morangos provenientes da
Companhia de Abastecimento e de Armazéns Gerais do Estado de Pernambuco (CEAGEPE),
Recife, PE, pelo sistema de cultivo convencional, foi avaliada quanto ao ferimento,
concentracdo de indculo, temperatura, duracao de umidade e estadio de maturidade da fruta em
ensaios independentes para o isolado mais agressivo de L. theobromae. As frutas foram
selecionadas pela uniformidade de tamanho e auséncia de injarias, lavadas em agua corrente,
desinfestadas em hipoclorito de sddio 1% por trés minutos, retirado o excesso do desinfetante
com ADE e colocadas para secar. Em todos os ensaios a suspenséo foi preparada como citada
anteriormente, no teste de agressividade. As frutas foram inoculadas com 15 uL da suspensao
de 10° conidios.mL™ e dispostas em bandejas plasticas com papel toalha umedecido em ADE,
envolvidas em saco plastico por 48 h. As bandejas foram incubadas sob 70% de U.R. e
temperatura de 25 °C. A avaliacdo foi realizada 72 h apds a inoculacdo através da mensuracéo
do didmetro das lesdes (mm) em direcGes opostas com auxilio de um paquimetro digital. Para
determinar as condicdes favoraveis ao desenvolvimento da podriddo nas frutas foram avaliados
0s seguintes fatores:
- Ferimentos: morangos previamente feridos com uma almofada contendo cinco alfinetes e
profundidade de 2 mm foram inoculados com a suspensio de 106 conidios.mL™ do fungo e os
demais morangos foram inoculados da mesma forma, mas diretamente no tecido intacto, sem
ferimento;
- Concentracéo de indculo: As frutas foram feridas e inoculadas com as concentragdes de 102,
10* e 10° conidios.mL-;
- Temperatura: morangos feridos e inoculados com 15puL da suspensio de 10° conidios.mL™
foram acondicionados em cdmara incubadora BOD (Biochemical Oxygen Demand) ajustada as
temperaturas de 10, 20, 25, 30 e 35 °C em camara Umida por 48h;
- Umidade: morangos feridos e inoculados com 15uL da suspensio de 10° conidios.mL™ foram
acondicionados em diferentes tempos de cadmara Umida, 0, 24 e 48 h;
- Estadio de maturidade da fruta: a inoculacéo foi realizada na regido mediana das frutas em
trés estadios de maturidade: /5 da maturidade, 2/; da maturidade e 100 % maduros conforme

descrito por Rahman et al. (2016).
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2.5 Anélises estatisticas

Os experimentos foram realizados em delineamento inteiramente casualizado, em
arranjo fatorial (fator x sistema de cultivo), com cinco repeticdes e a unidade amostral
equivalente a seis frutas. Os dados foram submetidos a andlise de varincia usando o programa
STATISTIX (versdo 9.0, Analytical Software Tallahassee) e o teste LSD de Fisher no nivel de

significancia de 5% para comparacao de médias.
3. Resultados e Discussao

3.1 Patogenicidade e agressividade dos isolados

Todos os isolados de L. theobromae foram patogénicos ao morango. Os sintomas
iniciaram 48 h ap6s a inoculacdo com crescimento micelial visivel na regido infectada e
evoluiram rapidamente, com o apodrecimento e mumificacao das frutas entre 72 a 120 h. Houve
diferenca significativa entre os isolados com relacdo a agressividade (p<0,05). Os isolados
MOO01 e MOO02 foram os mais agressivos com tamanho médio da lesdo de 27,27 e 27,11 mm
respectivamente, considerando que os morangos utilizados apresentavam entre 30-35 mm de
comprimento. O isolado MOO04 apresentou-se menos agressivo com tamanho medio da lesao
de 7,62 mm (Figura 1). O resultado revela que o fungo comprometeu mais de 70% da area da
fruta, demonstrando a importancia de estabelecer estratégias de manejo, principalmente em
morango na fase pos-colheita em que L. theobromae representa uma ameaca. A variabilidade
no comportamento patogénico se da pela evolucdo entre os isolados a qual também foi
verificada em isolados de L. theobromae originario de manga (Ullah et al., 2017). No presente

estudo, com base nos resultados, o isolado MOOL1 foi selecionado para 0s demais experimentos.
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Figura 1. Agressividade de isolados de Lasiodiplodia theobromae em frutas de morangueiro. Médias seguidas
pela mesma letra ndo diferem significativamente entre si pelo teste de Fisher DMS (p<0,05).

3.2 Andlise estrutural de tecidos de morangos infectados com Lasiodiplodia theobromae
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As observagcdes em microscopia eletrdnica de varredura indicaram que L. theobromae
iniciou a colonizacdo do tecido da fruta 24h apds a inoculagdo, com crescimento de hifas
fungicas (Figura 2b). Apds 48h, houve intensa desorganizacdo das células com dissolucéo da
parede celular observada na regido de penetracéo da hifa (Figura 2c-d). A colonizagéo evoluiu
rapidamente, de forma que apds 72h o tecido estava completamente deteriorado, com
crescimento abundante de hifas fungicas (Figura 2e-f). Em contraste com o tecido sadio do
morango (8a) que mostra a organizagdo epidérmica da carposfera. Perda intensa da estrutura
celular ocasionada pelo desenvolvimento de micélios no tecido de banana também foram
verificados em frutas infectadas por fungos causadores da podriddo da coroa, sendo L.

theobromae um dos principais patdégenos envolvidos (Mohamed et al., 2017).
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Figura 2. Microscopia eletronica de varredura de frutas de morangueiro sadias e inoculadas com Lasiodiplodia
theobromae (a) tecido sadio; (b) inicio da colonizagdo do fungo no tecido da fruta 24h apés a inoculacéo; (c-d)
intensa desorganizacao das células epidérmicas 48h apds a inoculagdo com crescimento de hifas fungicas; (e-f)
tecido bastante deteriorado, com abundante crescimento de hifas fungicas no interior do tecido 72 h apds a
inoculacéo.

3.3 Patogenicidade em diferentes hospedeiras e cultivares de morangueiro

As diferentes frutas utilizadas nesse estudo apresentaram sintomas de podridao causada
pelo isolado MOO1 de L. theobromae, oriundo de morango. N&o houve diferenga significativa
entre maracuja, mamao, acerola e manga (Figura 3a), no entanto, 0 morango apresentou maior
severidade da doenga (p<0,05), tendo em vista que a fruta é o hospedeiro de origem do isolado.
Em estudo de Pereira et al. (2006) L. theobromae, isolado de coco, mostrou-se patogénico
também a outras frutas como mamao, maracuja, manga e caju. Conhecer os hospedeiros do
fungo em questdo principalmente quando se trata de doencas pds-colheita € necessario para
evitar a contaminacdo cruzada, o que implica em extremo cuidado durante a colheita e
procedimentos pos-colheita (Ferreira, 2008).

Quando a doenga foi avaliada em cultivares de morangueiro (Figura 3b), verificou-se
que o isolado de L. theobromae foi patogénico nas trés cultivares avaliadas. O isolado foi
agressivo na cultivar Aromas a qual apresentou maior tamanho médio da lesdo em relacédo as
cultivares San Andreas e Benicia (p<0,05). Essas Gltimas ndo mostraram diferenca significativa
na severidade da doenca. Os resultados destacam a importancia do patégeno para a cultura, com
capacidade de infectar morangos da cultivares Aromas, San Andreas e Benicia, que estao entre
as principais cultivares de morangueiro utilizadas no Brasil (Antunes; Reisser Junior, 2007;
Galvao et al., 2017).
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Figura 3. Severidade da podriddo causada por Lasiodiplodia theobromae em diferentes hospedeiros (a) e em
diferentes cultivares de morangueiro (b). Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem significativamente entre
si pelo teste de Fisher DMS (p<0,05).

3.2 Fatores epidemiologicos que influenciam a infeccdo de Lasiodiplodia theobromae em

morangos oriundos de cultivo organico e convencional

3.2.1 Ferimentos

As frutas com e sem ferimento apresentaram diferenca significativa (p<0,05) onde a
doenca foi mais severa em frutas oriundas do sistema de cultivo orgénico que sofreram
ferimentos (Figura 4). Da mesma forma que Fischer et al., (2011) em sua coleta de laranjas
oriundas de pomares organicos, as quais apresentaram maior incidéncia de doenca em relacao
aquelas dos pomares convencionais. O risco de contaminacdo e a frequéncia de podriddes pds-
colheita pode aumentar com o acondicionamento de frutas com maior nimero de ferimentos
em comparacdo as frutas intactas ou menos danificadas (Prusky, 2011). No entanto, L.
theobromae foi capaz de infectar as frutas mesmo na auséncia de ferimentos, demonstrando ser
um patdgeno pés-colheita agressivo, ao penetrar diretamente a cuticula intacta do tecido. A
presenca de um tecido tenro e delicado caracteristico do morango facilita a infec¢do do fungo,
diferentemente do durido (Durio zebuthinus), cujo tecido é mais rigido. Nessa fruta, L.
theobromae foi capaz de infectar somente na presenca de ferimentos (Siriphanich, 2011).
Morangos oriundos do sistema de cultivo convencional que ndo foram submetidos a ferimentos
(Figura 4), curiosamente, apresentaram maiores lesdes do que aqueles do cultivo organico, uma
vez que outros fatores influenciam na intensidade da doenca como a procedéncia da fruta e as
condi¢des ambientais durante a época de cultivo (Agrios, 2005). O estado fisiologico dos
morangos convencionais no momento do manuseio também pode ter contribuido para o

desenvolvimento do fungo resultando em maior severidade da doenca.




49

35

30

25 bB

20 bC
Organico

15 .
D m Convencional

10

Tamanho da lesdo (mm)

com ferimento sem ferimento

Figura 4. Influéncia do ferimento e do sistema de cultivo na severidade de Lasiodiplodia theobromae em frutas
de morangueiro. Médias seguidas pela mesma letra minGscula em morangos com e sem ferimento e maidscula em
sistema de cultivo orgéanico e convencional ndo diferem significativamente entre si pelo teste de Fisher DMS
(p<0,05).

3.2.2 Concentracgao de indculo

N&o houve interacdo significativa entre os fatores concentragdo de indculo x sistema de
cultivo (p>0,05). Sintomas de podridao foram observados em todas as concentracdes testadas,
porém com o aumento da concentracdo de indculo, houve aumento da severidade da doenca
(Figura 3). Na menor concentragéo, 10? conidios.m™, houve desenvolvimento da doenca (2,59
mm) sem diferir significativamente da concentragéo de 10* conidios.ml* (3,17 mm). Da mesma
forma, baixos niveis de indculo de L. theobromae, principal patdgeno causador da podriddo da
coroa em bananas, foi capaz de iniciar a infeccdo na fruta (Nath, 2011). Por esta razdo, é
importante eliminar qualquer fonte de indculo e aplicar um rigoroso programa de sanitizacéo
em instalacbes apos a colheita como veiculos de transporte, cdmaras frias e packing-houses
(Droby; Wisniewski; Benkeblia, 2011).

N N W W
o o1 O O
1 1 1 )

[y
(62 e
1

Tamanho da lesdo (mm)
=
(3]

102 104 108

Concentracdo de inéculo (conidios.mL?)

Figura 3. Influéncia da concentragdo de indculo na severidade de Lasiodiplodia theobromae em morangueiro.
Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem significativamente entre si pelo teste de Fisher DMS (p<0,05).
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3.3.3 Temperatura

Para temperatura x sistema de cultivo, houve interacdo significativa (p<0,05). As
temperaturas de 25, 30 e 35 °C favoreceram o desenvolvimento da doenga nas frutas
provenientes de ambos os sistemas de cultivo (Figura 4). Nas temperaturas de 25 e 35 °C,
morangos provenientes do sistema de cultivo orgénico apresentaram maior severidade da
doenca em relacdo aqueles do sistema de cultivo convencional. Em morangos organicos, nao
houve diferenca significativa entre as temperaturas. A temperatura de 30 °C favoreceu o
desenvolvimento do fungo com maior tamanho de lesdo em morangos convencionais. Esse
resultado é importante pois a maioria dos estudos considera apenas ensaios relacionando a
influéncia da temperatura no crescimento do fungo em ambiente controlado (meio de cultura)
e faltam informacdes sobre os efeitos da temperatura na ocorréncia da doenca na fruta (ambiente
real). No presente estudo, a doenca ndo foi constatada nas temperaturas de 10 e 20 °C, no
entanto, isolados de diferentes hospedeiros podem apresentar comportamentos distintos.
Isolados de L. theobromae originarios de coco e manga cresceram a temperaturas a partir de 15
°C, apesar de tratar-se de ensaios in vitro (Dheepa, 2018; Khanzada, 2006). Identificar as
temperaturas desfavoraveis ao desenvolvimento de podrides pds-colheita em condicbes de
armazenamento € fundamental, tendo em vista que a temperatura é o fator mais importante para
assegurar a qualidade e a vida util do morango (Rahman et al., 2016; Feliziani; Romanazzi,
2016).
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Figura 4. Influéncia da temperatura e do sistema de cultivo na severidade de Lasiodiplodia theobromae em frutas
de morangueiro. Médias seguidas pela mesma letra mindscula para morangos a diferentes temperaturas e
maiuscula em sistema de cultivo organico e convencional ndo diferem significativamente entre si pelo teste de
Fisher DMS (p<0,05).

3.3.4 Umidade
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A podriddo em morango causada por L. theobromae foi verificada em frutas
provenientes dos dois sistemas de cultivo na presenca e auséncia de cdmara Umida (Figura 5),
ocorrendo interacdo significativa entre os fatores (p<0,05). Isso demonstra que a umidade ndo
é fator determinante para a ocorréncia da doenca na fruta. Qualquer dano mecénico ou
ferimento e a agua presente nos espacos intercelulares, favorece a penetracéo e a colonizagdo
do patdgeno (Silveira et al., 2001). Além disso a fruta torna-se um substrato excelente para a
multiplicacdo de fungos, sendo suficiente para o estabelecimento da infeccdo (Silveira et al.,
2005). Frutas provenientes do sistema de cultivo orgénico quando ndo submetidas a camara
Umida, bem como aquelas que foram submetidas por 48 h, apresentaram maior severidade da
doenca em relacdo aos do sistema de cultivo convencional. Pode-se verificar também que em
morangos do sistema organico o periodo maior de umidade (48 h) apresentou maior severidade
da doenca, e em morangos do sistema convencional ndo houve diferenca entre a auséncia de
camara Umida e a umidade mais elevada. Pawar (2012) quando inoculou B. theobromae em

goiaba verificou que a severidade da doenca foi maior em 100 % de umidade.
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Figura 5. Influéncia da umidade e do sistema de cultivo na severidade de Lasiodiplodia theobromae em frutas de
morangueiro. Médias seguidas pela mesma letra mindscula em morangos a diferentes periodos de umidade e
mailscula em sistema de cultivo organico e convencional ndo diferem significativamente entre si pelo teste de
Fisher DMS (p<0,05).

3.3.5 Estadio de maturidade da fruta

O estadio de maturidade da fruta x sistema de cultivo apresentaram interacao
significativa (p<0,05). As frutas imaturas (com 1/3 da maturidade) provenientes de ambos 0s
sistemas de cultivo ndo apresentaram sintomas (Figura 6), demonstrando ser um ambiente
improprio para o desenvolvimento de L. theobromae. Villarino et al. (2011) também relataram
a maior suscetibilidade de péssegos ao patégeno Monilinia laxa quando o pericarpo do fruto

estava completamente formado, devido as baixas concentra¢@es de substancias antimicrobianas
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(&cido clorogénico e neoclorogénico). Frutas imaturas apresentam grande quantidade de
nutrientes e de compostos antifungicos pré-formados ou induziveis relacionados a resisténcia,
bem como um ambiente inadequado para a ativacédo de fatores de patogenicidade dos fungos
(Prusky e Kobiler, 2012). Os morangos completamente maduros apresentaram sintomas e o
tamanho da leséo foi significativamente maior (p<0,05) em relacdo aos morangos com 2/3 da
maturidade (Figura 6). Isso € explicado pelo fato de que o mecanismo que protege a fruta da
invasdo flngica torna-se escasso com o amadurecimento. Esse processo fornece condigdes
ideais para o pleno desenvolvimento de muitos patdgenos pds-colheita que anteriormente
estavam localizados no interior da fruta em quiescéncia (Prusky e Kobiler, 2012).
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Figura 6. Influéncia do estadio de maturidade e do sistema de cultivo na severidade de Lasiodiplodia theobromae
em frutas de morangueiro. Médias seguidas pela mesma letra mintscula em morangos de diferentes estadios de
maturidade e mailscula em sistema de cultivo organico e convencional ndo diferem significativamente entre si
pelo teste de Fisher DMS (p<0,05).

4. Conclusoes

O isolado MOO01 de L. theobromae apresentou-se altamente agressivo em morangos
provenientes do sistema de cultivo organico que foram submetidos a ferimentos, com
temperatura em torno de 30 °C em alta concentragdo de indculo (10° conidios.mL™). Houve alta
severidade da doenca tanto na presenca como auséncia de umidade e em frutas com 2/3 e 100%
de maturidade oriundas dos sistemas de cultivo estudados. O fungo mostrou-se patogénico a
outras frutas como maméao, manga, acerola e maracuja bem como as cultivares de morango San
Andreas, Benicia e Aromas. Os resultados dessa pesquisa sdo fundamentais uma vez que o
patogeno foi relatado recentemente em frutas do morangueiro e podem ser utilizados para
melhor compreensdo do patossistema L. theobromae — Fragaria x ananassa na fase pos-

colheita.
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Resumo

Lasiodiplodia theobromae € considerado um patégeno pds-colheita importante e emergente no
morangueiro. Os fosfitos (Phi) tém sido estudados para incorpora-los no manejo de doengas,
principalmente em pds-colheita, com a exigéncia cada vez maior em seguranga alimentar e
preocupacdo com impactos ambientais. Fosfito de célcio (PhiCa) e fosfito de potassio (PhiK)
apresentaram atividade antifungica in vitro contra L. theobromae, reduzindo o crescimento
micelial com o aumento da concentracdo dos produtos. Morangos tratados com os Phi de forma
preventiva apresentaram reducdo na incidéncia e severidade da podriddo de L. theobromae na
cv. Benicia, sendo que PhiCa 10 g.L™ proporcionou protecdo até 72 h apés a inoculagio do
fungo. Os PhiCa e PhiK aplicados em morangos cv. San Andreas ndo foram eficazes na reducéo
da doenca. Os parametros de qualidade como peso, firmeza, solidos soluveis totais, acidez, pH
e indice de maturacdo também foram avaliados. Na cv. San Andreas o0s Phi reduziram a firmeza.
Morangos da cv. Benicia tratados com PhiCa 10 g.L™ preservaram a firmeza da polpa e
apresentaram maior teor de acidez titulavel e menor indice de maturacdo. Os resultados
mostram que PhiCa 10 g.L? reduziu o desenvolvimento da doenca e atrasou o amadurecimento
de morango da cv. Benicia, por isso, apresenta potencial no manejo alternativo da podridao por

L. theobromae.

Palavras-chave: Fragaria; manejo alternativo; podridao pos-colheita.
Abstract

Lasiodiplodia theobromae is an important and emerging postharvest pathogen in the
strawberry. Phosphites (Phi) have been studied to incorporate them into integrated disease
management, especially in postharvest period, due to strong demands on food safety and
concern about environmental impacts. Calcium phosphite and potassium phosphite showed
antifungal activity in vitro against L. theobromae and reduced mycelial growth with increasing
concentration of the products. Preventively treated strawberries with Phi showed incidence and

severity reduction of the disease caused by L. theobromae in cv. Benicia. Calcium phosphite
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10 g.L? provided protection until 72 h after inoculation of the fungus. Strawberries cv. San
Andreas treated with calcium and potassium phosphites were not showed disease reduction.
The quality parameters such as weight, firmness, total soluble solids, acidity and pH were
evaluated too. The firmness were lower in strawberries cv. San Andreas treated with the
phosphites. Strawberries cv. Benicia treated with calcium phosphite 10 g.L™ maintain the pulp
firmness, showed higher titratable acidity and lower maturity index. These results showed that
calcium phosphite 10 g.L™? reduced disease development and delay strawberry ripening,
therefore presents potencial in the alternative management of L. theobromae rot.

Keywords: Fragaria; alternative management; postharvest rot.

1. Introducgéo

O morangueiro (Fragaria x ananassa) é uma cultura de importancia econdmica
produzido em mais de 70 paises, incluindo o Brasil, e muito apreciado mundialmente por suas
caracteristicas organolépticas e alto teor de nutrientes que apresenta com beneficios potenciais
do seu consumo para a saude (Forges et al., 2018; Wei et al., 2018). Os produtos vegetais
colhidos continuam com seus processos fisiologicos como respiracao, transpiracao e producao
de etileno, os quais podem levar a reducdo da sua qualidade final (Ansah et al., 2018).
Particularmente, 0 morango apresenta alta frequéncia de descarte, apesar de ser um fruto ndo-
climatérico, a sua natureza € altamente perecivel com sensibilidade a danos mecanicos e perda
de 4gua (Kelly et al., 2019; Lara et al., 2004). No entanto, as principais causas de deterioracao
durante o seu armazenamento e vida util de prateleira sdo o desenvolvimento de podridGes
causadas principalmente por fungos (Feliziani; Romanazzi, 2016).

Dentre os patdgenos pos-colheita mais comumente associados ao morango estdo
Botrytis cinerea e espécies de Rhizopus, Mucor e Colletotrichum (Feliziani; Romanazzi, 2016;
Oliveira et al., 2019). Recentemente, surgiram relatos de fungos da familia Botryosphaeriaceae
como Neofusicoccum spp. causando podridées em morangos e Lasiodiplodia theobromae (Pat.)
Griffon & Maubl., com danos severos em plantas no campo 0s quais sao preocupantes (Lopes
et al., 2014b; Nam et al., 2016; Yildiz et al., 2014).

A medida de controle de doengas mais utilizada na cultura do morangueiro é o uso de
fungicidas convencionais e as condicBes climaticas no Brasil sdo favoraveis ao
desenvolvimento de doencas, e por isso a necessidade de muitas aplicacGes durante um ciclo
cultural (Lopes et al., 2017a; Contigiani et al., 2018; Ueno; Costa, 2016). A procura por frutas
e vegetais organicos e a exigéncia por alta qualidade dos produtos esta cada vez maior entre 0s

consumidores (Vilaplana et al., 2018). Varias técnicas foram investigadas ao longo dos anos
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para manter a qualidade nutricional dos morangos, reduzir a deterioracdo e prolongar a sua vida
atil (Caleb et al., 2019). Dentre os métodos alternativos aos fungicidas, os fosfitos (Phi), sais
inorganicos derivados do acido fosforoso (HsPO3) merecem destaque (McDonald et al., 2001;
Deliopoulos et al., 2010). O fosfito de célcio e fosfito de potéssio ja foi relatado como um
excelente fungicida no controle de espécies de Colletotrichum, Penicillium e Aspergillus niger
(Blum et al., 2007; Cerioni et al., 2013; Dambros et al., 2016; Lopes et al., 2017b; Alexandre
et al., 2014), apresentando um grande potencial em integrar o0 manejo de doencas pés-colheita
por ter pouco impacto ambiental e baixo custo (Achary et al., 2017; Deliopoulos et al., 2010).

O modo de acéao dos fosfitos contra fungos e oomicetos é complexo e envolve efeitos
diretos (inibicdo da esporulacdo fungica ou lenta taxa de desenvolvimento) e indiretos (rapida
estimulacdo dos mecanismos de defesa das plantas) (Smillie et al., 1989; Eshraghi et al., 2011).
Estudos revelaram que esses efeitos envolvem mudancas morfologicas como distorcdo de hifas
e lise da parece celular além de modificar uma quantidade significativa de proteinas envolvidas
a processos da parede celular e funcionamento do citoesqueleto (Burra et al, 2010; King et al.,
2010).

Né&o existem, de acordo com nosso conhecimento, estudos do uso de fosfitos em pos-
colheita no morango. Além disso, o fungo L. theobromae é considerado emergente e uma
ameaca nessa fase da cadeia produtiva na cultura. Dessa forma, o trabalho objetivou avaliar o
efeito do fosfito de potéassio e de calcio no manejo da podrid&o por L. theobromae e na qualidade

fisico-quimica do morango nas cultivares San Andreas e Benicia.

2. Materiais e métodos

Morangos organicos (cvs. San Andreas e Benicia) recém-colhidos no estadio de 3/4 da
cor vermelha foram coletados em area de cultivo localizada no municipio de Brejo da Madre
de Deus, Pernambuco, Brasil. Frutas de tamanho uniformes, sem qualquer defeito, foram
acondicionadas em bandejas de isopor e transportadas para o Laboratério de Patologia P0Os-

colheita na Universidade Federal Rural de Pernambuco (UFRPE).
2.1 Cultura flngica

O isolado MOO1 de L. theobromae utilizado no estudo foi oriundo de morangos
infectados naturalmente, e pertence a colecdo do Laboratério de Patologia Pos-colheita,
Universidade Federal Rural de Pernambuco (UFRPE). O isolado foi cultivado em meio batata-
dextrose-agar (BDA) a 25°C por 10 dias. A identificacdo molecular foi realizada atraves do
sequenciamento das regides génicas do RNA ribossomal (ITS), Beta-tubulina (3t) e do fator de

elongacdol-alfa (efl-a).
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2.2 Tratamento pos-colheita

Morangos sadios foram lavados em &gua corrente e desinfestados com hipoclorito de
sodio a 1% por trés minutos, retirado o excesso do sanitizante com &gua corrente e deixados
secar a temperatura ambiente. Em seguida, foram imersos em soluc¢des preparadas com fosfito
de potéssio (PhiK) e fosfito de calcio (PhiCa) nas doses de 2,5; 5; 7,5 e 10 g.L ™ por dez minutos
e foram novamente deixados secar a temperatura ambiente.

Para o preparo do indculo, os picnidios do isolado MOO1 foram macerados em 10 mL
de &gua destilada esterilizada (ADE) para liberacdo dos conidios e removidos da superficie da
cultura com escova de cerdas macias, filtrados através de duas camadas de gaze esterilizada. A
concentragdo de esporos foi determinada com cidmara de Neubauer e ajustada para 10°
conidios.mL. Apds o tratamento e secagem dos morangos, os mesmos foram feridos na zona
equatorial com um furador de cinto pontas € 3 mm de profundidade e inoculados com 15 pL da
suspensdo de esporos. O controle correspondeu apenas a morangos néo tratados com fosfitos e
inoculados. Em seguida, os morangos foram acondicionados em bandejas de poliestireno
expandido, forradas com papel toalha umedecido, envolvidas com sacos plasticos e
armazenadas sob 70 % U.R e temperatura de 25 °C. A camara umida foi retirada 48 h apos
inoculagédo. A unidade amostral foi composta por oito morangos em cada tratamento com cinco

repeticdes/tratamento. O experimento foi repetido duas vezes.

2.3 Atividade antifingica in vitro dos fosfitos

Discos de 3 mm diametro contendo estruturas do fungo cultivado por 5 d foram
depositados no centro de placas de Petri de 90 x 15 mm contendo meio BDA juntamente com
as doses e fosfitos (Phi) citados anteriormente, e incubado a 28 °C. O controle correspondeu ao
crescimento do fungo em placa de Petri, sem adicdo de fosfito. O crescimento micelial para
cada tratamento foi medido quando o controle atingiu toda a placa. Foi realizada a avaliacdo do
crescimento micelial através da mensuracdo dos diametros ortogonais com paquimetro digital.
Os resultados foram expressos em porcentagem de inibicdo do crescimento micelial (ICM) e
calculado como descrito por Latifa et al. (2011). Foram utilizadas cinco repeticdes (placas) por
tratamento.

A germinacio de conidios foi determinada depositando 15 pL da suspensdo de 10°
conidios.mL no centro de placas de Petri com meio BD e 15 pL da solugdo dos Phi e doses
citadas anteriormente, no mesmo local. O controle constituiu-se da suspensdo de conidios em
ADE. As placas foram incubadas a 25 °C por 12 h. A contagem de conidios germinados foi

realizada sob um microscopio de luz modelo N101-B (Coleman Equipamentos para
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Laboratério Com. e Imp. Ltda., Santo André, Sdo Paulo) com ampliacdo de 40x. A germinacgéo
foi estabelecida pelo desenvolvimento de tubos germinativos e os resultados expressos em
porcentagem de inibicdo de germinagdo como descrito por Latifa et al., (2011).

2.4 Avaliacdo dos fosfitos na incidéncia e severidade da podridao pds-colheita de L.
theobromae em morangos

A incidéncia da doenga nas frutas foi avaliada com base nos sintomas caracteristicos da
podridao por L. theobromae e foi quantificada pelo numero de frutas apodrecidas em cada
tratamento com os PhiCa e PhiK, 48 e 72 h ap6s a inoculacdo. Os resultados foram expressos
em porcentagem (%) de frutas doentes. Da mesma forma, a severidade da doenca foi avaliada
no mesmo periodo através da mensuracao do didmetro da lesdo com auxilio de um paquimetro

digital e os resultados expressos em mm.

2.5 Avaliacéo dos fosfitos na qualidade fisico-quimica dos morangos

Para avaliar o efeito do Phi nos parametros de qualidade pds-colheita de morangos, 0s
mesmos foram colhidos, tratados com os Phi e armazenados a 4 °C. Os morangos foram pesados
e os resultados expressos em gramas (g). A firmeza da polpa foi medida na regido equatorial
do morango utilizando um penetrometro digital (Soil Control, Bela Vista-SP, modelo PTR-300)
e expressa em newtons (N). Morangos foram macerados e homogeneizados para obter uma
polpa e depois filtrados para avaliacdo de sélidos soluveis totais (SST), acidez titulavel (AT) e

pH. A porcentagem de SST foi determinada com um refratdmetro digital (Pocket PAL-1

0-53% Brix (Atago Inc., WA, USA), medindo o indice de refracdo de 20 pL do suco. Os dados
foram expressos em termos percentuais (g9.100 g de peso fresco). Para acidez titulavel (AT),
titulou-se 1 ml do suco do morango diluido em 9 ml de ADE contra solu¢do de NaOH 0,1 N
(Aoac, 1995) e os resultados foram expressos como % de acido citrico.100 g de peso fresco.
A determinacdo do pH foi realizada com leitura direta em potenciémetro Quimis Q-400A
(Quimis Aparelhos Cientificos Ltda., Diadema, SP). Foi calculado também o indice de
maturacao (IM) gue corresponde a razdo SST:AT.

As avaliacGes foram realizadas no 2° e 7° d de armazenamento a 4 °C, em quinze frutas

para cada tratamento. O experimento foi repetido duas vezes.

2.6 Anélises estatisticas
O delineamento experimental foi inteiramente casualizado, com cinco repetigdes, cada
uma constituida por trés frutas, considerando os produtos como tratamento. O tempo de

avaliagdo dos pardmetros de qualidade e as cultivares foram analisados separadamente. A
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analise estatistica dos dados foi realizada através de andlise de variancia usando Statistix 9.0
(Tallahassee, FL, USA) e as médias comparadas pelo teste de diferenca minima significativa
(DMS) de Fisher (P <0,05).

3. Resultados
3.1 Atividade antifangica in vitro dos fosfitos

Os Phi foram avaliados in vitro contra L. theobromae e houve efeito direto sobre o fungo
(Tabela 1). Ambos os Phi demonstraram efeito fungistatico contra L. theobromae em todas as
doses. A maior dose (10 g.L ) dos Phi foi a mais eficiente em inibir o crescimento micelial,
principalmente PhiCa que diferiu significativamente das demais (p<0,05). Os tratamentos nao
inibiram a germinacdo de conidios, com exce¢cdo da maior dose do PhiK que apresentou
diferenca significativa do controle inibindo 8,3% da germinagéo de conidios.

3.2 Avaliacéao dos fosfitos na incidéncia e severidade da podridao pés-colheita de L.

theobromae em morangos

A incidéncia e a severidade da podriddo em morangos das cvs. San Andreas e Benicia
foram avaliadas a partir do surgimento dos sintomas, com 48 e 72 h apés a inoculagéo do fungo.
O PhiK ndo reduziu a incidéncia da podriddo em morangos da cv. San Andreas nos dois
periodos de avaliacdo (Figura la-b). Os resultados indicaram que a maior dose do PhiCa
apresentou menor incidéncia da podriddo em 48 e 72 h apds a inoculagéo, no entanto nao diferiu
significativamente das frutas ndo tratadas (controle).

Por outro lado, os Phi reduziram a incidéncia da podriddo na cv. Beniciaem 48 e 72 h
apos a inoculacio (Figura 2a-b). Na primeira avaliacdo, PhiK 2,5 g.L?, PhiCa 5; 7,5e 10 g.L™
foram responsaveis pela menor incidéncia de podridao (p<0,05) em relacdo ao controle (Figura
2a). No entanto, 72 h ap6s a inoculagio, a menor dose do PhiK (2,5 g.L?) ndo exerceu efeito
significativo sobre a inibicdo da podriddo assemelhando-se com as frutas ndo tratadas. Os PhiK
5e7,59.L" e todas as doses do PhiCa apresentaram diferenca significativa (p<0,05) e menor
incidéncia da podriddo quando comparado ao controle (Figura 2b).

O tratamento com Phi ndo reduziu significativamente a severidade da podriddo nos
morangos na cv. San Andreas nos dois periodos de avaliacdo. A maior dose de PhiCa nédo
apresentou diferenca significativa do controle como foi visto também para a incidéncia (dados
ndo apresentados). Ja para a cv. Benicia, verificou-se que houve diferenca significativa (p<0,05)
dos tratamentos PhiK 2,5; PhiCa 7,5 e 10 g.L em relagdo ao controle 48 h ap6s a inoculacio

(Figura 3a). O PhiCa 10 g.L ! apresentou a mesma eficiéncia 72 h apds a inoculacéo juntamente
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com PhiK 7,5 e PhiCa 2,5 g.L?, os quais apresentaram menor severidade (p<0,05) em relagdo
ao controle (Figura 3b).

3.3 Avaliacdo dos fosfitos na qualidade fisico-quimica dos morangos

Os valores obtidos com os parametros peso e firmeza sdo mostrados na Tabela 2. Quanto
ao peso, frutas tratadas da cv. San Andreas ndo sofreram reducédo significativa em relagdo ao
controle (p>0,05), com valores variando de 11 a 14 g. Para a cv. Benicia, apenas o PhiK 2,5
g.L? reduziu o peso das frutas nos dois periodos de avaliagdo. As frutas ndo tratadas
apresentaram uma média de 18,1 g enquanto em frutas tratadas com PhiK 0,25 % o peso médio
foide 14 g.

Somente o PhiCa 5 e 10 g.L? preservaram a firmeza, ndo diferindo significativamente
das frutas cv. San Andreas que ndo foram tratadas (Tabela 2). Os demais tratamentos
comprometeram a firmeza, ja que foram observados valores menores que o controle (p<0,05).
Em morangos cv. Benicia tratados com PhiCa 2,5 e PhiCa 10 g.L? foram mais firmes e
diferiram significativamente do controle (p<0,05).

Os parametros solidos sollveis totais (SST), acidez titulavel (AT) e o indice de
maturacao (IM), que trata-se da relacdo SST/AT, foram determinados nos morangos. Para o
teor de SST das frutas cv. San Andreas, os tratamentos ndo diferiram significativamente do
controle, exceto o PhiCa 10 g.L™ que resultou menor valor de SST, no 2° d de armazenamento
(p<0,05) (Figura 4a). Em contrapartida, no 7° d de armazenamento, ndo houve diferenca
significativa dos tratamentos com o controle, com valor de SST variando de 6,9 a 7,6 %. Houve
uma tendéncia de aumento do SST do 2° parao 7° d em frutas que receberam tratamentos com
PhiK 5;7,5e 10 g.L? e PhiCa7,5e 10 g.L™.

Em frutas cv. Benicia, os tratamentos com Phi ndo apresentaram diferenca significativa
em relacdo ao controle nos dois periodos de avaliagdo, com valores de SST em torno de 5,6 a
6,7 % (Figura 4b).

A AT dos morangos cv. San Andreas ndo tratados (controle) e tratados apresentaram
valores semelhantes, ndo diferindo significativamente entre si, no 2° d de armazenamento
(Figura 5a). Em contrapartida, no 7° d, o PhiCa 7,5 g.L™ apresentou valor maior e PhiK 5; 7,5
e 1 g.L com valores menores comparado ao controle. Os morangos da cv. Benicia tratados
com PhiCa 2,5 e 7,5 g.L ! apresentaram valores de AT menores que o controle no 2° d de
armazenamento (Figura 5b). No 7° d, O PhiK 5 g.L™ e todas as doses do PhiCa apresentaram

valores maiores comparados ao controle. Dessa forma, os tratamentos exerceram alteracdo na
. . , P -1
acidez do morango, com aumento que variou de 0,31 a 0,35 g.ac.citrico.100g = comparado ao

controle, com valor médio de 0,24 g.éc.citrico.lOOg'l.
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Em relacdo ao IM (SST:AT), na cv. San Andreas, no 2° d, nd&o houve diferenca
significativa dos tratamentos em relacdo ao controle (Figura 6a). No 7° d, morangos sob
tratamento com PhiK 10 g.L* apresentaram valor maior de IM diferindo significativamente do
controle e de todas as doses de PhiCa (p<0,05). Para morangos cv. Benicia tratados com PhiCa
2,5 e 7,5 g.L? valores maiores de IM foram observados diferindo significativamente do
controle, no 2° d (Figura 6b). Ao longo do armazenamento, no 7° dia, morangos nao tratados
apresentaram maior valor de IM (26), diferindo significativamente do PhiK 5 e 10 g.L e todas
as doses de PhiCa (p<0,05).

O pH dos morangos néo tratados (controle) cv. San Andreas foi maior (3,36) e diferiu
significativamente dos demais nos dois periodos de avaliacdo (p<0,05), com excecdo de PhiCa
2,5 g.L com valor de 3,34 no 2° d (Figura 7a). Para morangos cv. Benicia, no 2° d, o controle
ndo diferiu significativamente dos tratamentos Phi K 10 g.L? e PhiCa 2,5 g.L™ com valor de
pH 3,12 (Figura 7b). No 7° d, o pH do controle (3,64) foi menor que todos os tratamentos
(p<0,05), exceto do PhiK 2,5 g.L™* que ndo houve diferenca significativa. Houve tendéncia de

aumento do pH ao longo do armazenamento nessa cultivar.

4. Discussao

Estudos mostram o efeito direto do Phi sobre fungos fitopatogénicos na reducdo do
crescimento micelial, producdo e germinacdo de esporos em Colletotrichum tamarilloi
(Alexandre et al., 2014), Penicillium digitatum (Cerioni et al. 2013) e Phytophthora plurivora
(Dalio et al., 2014). No presente estudo, os resultados mostraram a reducdo do crescimento
micelial principalmente na maior dose dos Phi. No entanto, os tratamentos ndo afetaram a
germinacdo de conidios, mesmo nas maiores concentragdes empregadas. Segundo Lobato et al.
(2010) diversos fatores como o organismo testado, a quantidade de produto e o tipo de ion
ligado ao Phi influenciam na eficiéncia da reducdo do crescimento micelial.

O tratamento dos morangos em pos-colheita com Phi foi uma estratégia eficaz para o
controle da podriddo causada por L. theobromae na cv. Benicia, mas ndo foi eficaz na cv. San
Andreas. A incidéncia da doenca com 48h apds a inoculacao foi alta na cv San Andreas, mesmo
em morangos tratados com doses altas de PhiK e PhiCa. A resposta a danos fisicos e a
suscetibilidade a infeccdo por patdgenos varia com a cultivar (Amil-Ruiz et al., 2011) e pode
explicar parcialmente a ineficiéncia do produto. Os morangos reteram mais umidade apos a
imersdo nos produtos levando a alta incidéncia da podriddo. Os resultados sugerem que para a
cv. San Andreas isso pode ter influenciado negativamente, pois a umidade favoreceu a infeccéo
por L. theobromae. O efeito do tratamento pds-colheita é um fator que também pode apresentar

diferenca dependendo da cultivar utilizada, conforme demonstrado por Lopes et al. (2014) em
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que a quitosana foi eficiente para o controle do mofo cinzento em morangos na cv Oso Grande,
mas ndo foi na cv. Camarosa. No entanto, nesse estudo, a incidéncia da podriddo foi alta nas
duas cultivares quando avaliada 72 h ap6s a inoculagéo.

O PhiCa 10 g.L™ proporcionou redugéo na incidéncia e severidade da podriddo em 48
h com protecdo por até 72 h apos a inoculagcdo em frutas cv. Benicia. Esse resultado foi
consistente com Lopes et al. (2017) e Cruz et al. (2015) os quais verificaram eficiéncia do PhiCa
no controle da antracnose em mamao e goiaba pds-colheita. O PhiK 2,5 g.L? reduziu a
incidéncia e severidade da podriddo no morango mas ndo manteve apés 72 h. O PhiK também
foi tdo eficaz quanto os fungicidas testados quando aplicados em morangos na pré-colheita para
a reducdo da podriddo causada por Phytophthora cactorum (Rebollar-Alviter et al., 2007). O
morango é uma fruta de curta vida de prateleira, sendo que 0 manuseio e o tipo de tratamento
pos-colheita pode prejudicar a sua qualidade. A eficiéncia do tratamento também ¢ influenciada
por fatores como o tipo do patdgeno envolvido, época de aplicacdo e o estado fisiolégico do
hospedeiro (Singh et al., 2017).

De acordo com Olivieri et al. (2012) a aplicacéo de fosfitos pode induzir modificacdes
moleculares as quais podem levar ao aumento das respostas de defesa da planta. O Phi tem sido
considerado uma alternativa no manejo de doencas pos-colheita pela sua atividade
antimicrobiana, baixo impacto ambiental e baixo custo de producdo, no entanto, ainda faltam
mais estudos sobre 0 modo de acéo (Lai et al., 2017).

Ha poucos estudos também sobre a influéncia dos Phi na qualidade do morango em pos-
colheita e os resultados apresentados indicam o efeito da aplicacdo do PhiK e PhiCa em duas
cultivares: San Andreas e Benicia. Essas sdo comumente produzidas em pequena propriedade,
sob sistema de cultivo organico, sem aplicacdo de defensivos agricolas, no municipio de Brejo
da Madre de Deus, agreste do estado de Pernambuco, Brasil.

O tratamento dos morangos com PhiK 2,5 g.L* apesar de ter sido eficiente na reducdo
da incidéncia e severidade da doenca com 48 h apds a inoculacdo, ocasionou reducéo do peso
dos morangos da cv. Benicia. O peso € um parametro importante no estudo da qualidade de
frutos e pode ser influenciado por diversos fatores como condi¢6es edafoclimaticas, variedade
e manuseio pos-colheita (Chitarra; Chitarra, 2005).

A firmeza da polpa do fruto é um dos indicadores mais importantes para o prazo de
validade, o potencial de preservacdo, a aceitacdo do consumidor e o valor de mercado das
produtos hortifruticolas (Asghari; Hasanlooe, 2016). O morango torna-se mais amolecido a
medida que a lamela média das células do parénquima cortical se degrada e as pectinas

diminuem durante o armazenamento pds-colheita (Yan et al., 2019). No presente estudo, a
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firmeza das duas cultivares reduziu ligeiramente do 2° para o 7° d nos morangos tratados e néo
tratados. Curiosamente, morangos da cv. San Andreas ndo tratados foram mais firmes,
demonstrando que os Phi aceleraram o processo de amolecimento.

Os valores de SST de morangos cv. Benicia foram similares aos dos estudos de Ibrahin
et al. (2017) quando os morangos foram armazenados a 4 °C, mas diferentes dos obtidos por
Ferreira et al. (2019), que verificaram morangos com maior teor de SST. O autores explicam
que possivelmente esse valor foi alto porque as plantas séo cultivadas ao ar livre em que
ocorrem temperaturas amenas a noite e altas durante o dia. Na cv. San Andreas os valores de
SST apresentaram-se um pouco acima dos valores encontrados para essa cultivar (Chaves et
al., 2017). O teor de SST dos morangos na cv. Benicia foi menor que na cv. San Andreas onde
a severidade da doenca também foi menor, tendo em vista que frutas com maior acumulacao de
acucares sdo mais propensas a infeccdo fangica (Prusky e Wilson, 2018). Segundo estes autores,
esse fator contribui com a ativacdo dos fatores de patogenicidade do fungo.

A perda da acidez esta relacionada ao processo natural de maturacdo das frutas, pois
ocorre a utilizacdo dos &cidos organicos, principalmente citrico e malico em morangos, como
substrato no processo respiratério via ciclo de Krebs (Mazaro et al., 2008). No presente estudo,
o PhiCa 10 g.L? aumentou o teor de AT na cv. Benicia, entretanto, foi o tratamento que
apresentou menor incidéncia e severidade da podriddo. 1sso sugere que o produto pode ter
retardado o amadurecimento, impedindo a reducédo da acidez. O resultado foi consistente com
Dambros et al. (2016) e Spolti et al. (2015) que verificaram aumento da AT em uva e macé
apos imerséo em diferentes fosfitos. O tratamento pos-colheita pode levar a um aumento da AT
em morangos (Petriccione et al., 2015; Yan et al., 2019).

O IM (SST:AT) é o parametro mais importante na avaliacdo da qualidade do morango
pois determina a harmonia do sabor e a aceitabilidade do consumidor. Em morangos cv. San
Andreas houve um aumento do IM ao longo do armazenamento de acordo com o processo de
maturagdo. PhiCa 10 g.L™ foi responsavel pela menor incidéncia e severidade da podriddo em
morangos cv. Benicia. Esse fato foi confirmado pela observacdo dos parametros fisicos e
quimicos, em que 0s morangos foram mais firmes e o IM foi menor, demonstrando o atraso do
amadurecimento. Nessa condi¢do, existe maior concentracdo de compostos antifingicos pré-
formados e respostas de defesa do hospedeiro, por isso, o estado fisiologico da fruta é
determinante para o ataque do fungo (Prusky et al., 2010). Com relacdo aos valores obtidos
para pH na cv. San Andreas (entre 2,68 e 3,78), estdo de acordo com aqueles encontrados por
Tonin et al. (2017). Na cv. Benicia valores de pH foram maiores no 7° d corroborando com

estudos de Frangoso et al. (2008), onde o pH também aumentou ao longo do armazenamento.
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Esse trabalho é o primeiro estudo que avalia o uso de fosfitos no manejo alternativo da
podriddo causada por L. theobromae e na qualidade fisico-quimica de morangos pds-colheita
produzidos em Pernambuco, Brasil.

5. Conclusdes

Os PhiK e PhiCa apresentaram efeito direto sobre L. theobromae. O PhiK 2,5 g.L*
proporcionou efeito protetor até 48 h em morangos da cv. Benicia, no entanto reduziu o peso
médio das frutas. O PhiCa 10 g.L* reduziu a incidéncia e severidade da podriddo em morangos
da cv. Benicia, ao atrasar o amadurecimento com menor indice de maturagdo e maior acidez
das frutas. Em contrapartida, os Phi ndo foram eficazes na reducdo da podriddo em morangos
da cv. San Andreas.
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Tabela 1 Efeito do fosfito de potassio (PhiK) e calcio (PhiCa) sobre o crescimento micelial e germinacéo de conidios de Lasiodiplodia
theobromae

PhiK PhiCa
Concentracéo dos fosfitos (g.L?) CM ICM (%) IGERM CM ICM (%) IGERM
(mm) (%) (mm) (%)
0 (controle) 90,00a  0,00¢g 0*b 90,00 a 0,00¢g Ob
2,5 13,63bc 84,86ef 1,18ab 16,14 b 82,07 f 0,11 ab
5 11,64c  87,07e Ob 8,26 d 90,82 d 1,47 ab
7,5 5,65de 93,73cd 4,69ab 3,75 ef 95,84 bc 0,21b
10 1,72fg 98,09 ab 8,29 a 0,61g 99,32 a 1,38 ab

*QOs dados sdo referentes a médias de cinco repeticdes. Valores seguidos por letras diferentes na coluna diferem significativamente

entre si (p<0,05) pelo teste LSD. CM: Crescimento micelial; CM: Inibi¢do do crescimento micelial; IGERM: Inibicdo da germinacdo de conidios.
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Tabela 2 Peso e firmeza de morangos sob tratamento com fosfito de célcio (PhiCa) e

potassio (PhiK) e avaliados durante o armazenamento a 4 °C

Cultivar Tratamento Firmeza (N)
2°d 7°d 7°d
Controle 13,8 13,1 6,9a
PhiK 2,5 g.L"* 12,6 12,3 55b
PhiKk 5g.L* 11,9 11,6 58b
PhiK 7,5 g.L? 13,4 13,1 59b
Phik 10 g.L* 13,5 13,2 6,1b
San Andreas  phiCa2,5g.L" 13,0 12,6 5,5 b
PhiCa5g.L™ 14,3 14,0 6,3 ab
PhiCa7,5¢.L" 13,7 13,4 54b
PhiCa 10 g.L* 12,9 12,6 6,3 ab
CV NS NS 13,35
Controle 18,6 a 17,7a 43¢
PhiK 2,5 ¢.L* 143D 13,7b 5,0 abc
Phik 5g.L* 174 a 16,5a 44c
PhiK 7,5 g.L? 175a 169a 5,0 abc
PhiKk 10 g.L* 175a 16,7 a 4,9 abc
Benicia PhiCa 2,5g.L? 175a 16,7 a 5,6 a
PhiCa5g.L? 174 a 16,5a 47c
PhiCa7,5¢.L? 18,6 a 17,7 a 47c
PhiCa 10 g.L* 17,7a 18,7 a 5,4 ab
CVv 8,25 8,50 11,90

*Médias seguidas por letras iguais na coluna ndo diferem significativamente entre si pelo teste de

Fisher DMS (p<0,05). CV: Coeficiente de variagdo. NS: ndo significativo; 2° d: 2 dias apos

tratamento e armazenamento a 4 °C; 7° d: 7 dias ap0s tratamento e armazenamento a 4 °C.
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Figura 1. Incidéncia da podriddo em morangos cv. San Andreas nao tratados (dose 0) e tratados
com PhiK e PhiCa nas doses 2,5; 5,0; 7,5 e 10 g.L " e inoculados com Lasiodiplodia theobromae.
A avaliacéo foi realizada 48 h (a) e 72 h (b) apds a inocula¢do. *Médias seguidas por letras iguais

ndo diferem significativamente entre si pelo teste de Fisher DMS (p<0,05).
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Figura 2. Incidéncia da podriddo em morangos cv. Benicia ndo tratados (dose 0) e tratados com
PhiK e PhiCa nas doses 2,5; 5,0; 7,5 e 10 g.L ™ e inoculados com Lasiodiplodia theobromae. A
avaliacdo foi realizada 48 h (a) e 72 h (b) ap6s a inoculagdo. *Médias seguidas por letras iguais

ndo diferem significativamente entre si pelo teste de Fisher DMS (p<0,05).
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Figura 3. Severidade da podriddo em morangos cv. Benicia ndo tratados (dose 0) e tratados com
PhiK e PhiCa nas doses 2,5; 5,0; 7,5 e 10 g.L ™ e inoculados com Lasiodiplodia theobromae. A
avaliacdo foi realizada 48 h (a) e 72 h (b) ap6s a inoculagdo. *Médias seguidas por letras iguais

ndo diferem significativamente entre si pelo teste de Fisher DMS (p<0,05).
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Figura 4. Sélidos soluveis totais (SST) de morangos cv. San Andreas (a) e Benicia (b) ndo tratados
e tratados com PhiK e PhiCa nas doses 2,5; 5,0; 7,5 e 10 g.L ™. A avaliacio foi realizada no 2° d e 7°
d de armazenamento a 4 °C. *Médias seguidas por letras iguais em cada periodo ndo diferem

significativamente entre si pelo teste de Fisher DMS (p<0,05).
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Figura 5. Acidez titulavel (AT) de morangos cv. San Andreas (a) e Benicia (b) ndo tratados e tratados
com PhiK e PhiCa nas doses 2,5; 5,0; 7,5 e 10 g.L ™. A avaliacdo foi realizada no 2° d e 7° d de
armazenamento a 4 °C. *Médias seguidas por letras iguais em cada periodo ndo diferem

significativamente entre si pelo teste de Fischer DMS (p<0,05).
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Figura 6. indice de maturacgéo (IM) de morangos cv. San Andreas (a) e Benicia (b) ndo tratados e
tratados com PhiK e PhiCa nas doses 2,5; 5,0; 7,5 e 10 g.L™. A avaliacéo foi realizada no 2° d e 7°
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significativamente entre si pelo teste de Fischer DMS (p<0,05).
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CONCLUSOES GERAIS

Lasiodiplodia theobromae isolado de morango foi patogénico aos hospedeiros
maracuja, mamao, acerola e manga e as cultivares de morango Benicia, San

Andreas e Aromas, mostrando-se agressivo na deterioracgdo do tecidos das frutas;

A podridédo por L. theobromae foi severa em morangos oriundos dos sistemas de

cultivo organico e convencional;

Ferimento e duracdo da umidade ndo foram determinantes para a ocorréncia da
podriddo, no entanto a severidade foi maior em morangos completamente
maduros e inoculados na concentragdo de 10° conidios.mL™ oriundos de ambos

0s sistemas de cultivo;

Os fosfitos de potassio (PhiK) e calcio (PhiCa) apresentaram acao direta sobre L.

theobromae in vitro;

Os Phi ndo foram eficientes no controle da podriddao por L. theobromae em

morangos cv. San Andreas, além de promoverem a reducédo da firmeza das frutas;

Phi Ca 10 g.L? apresentou efeito protetor no controle da podriddo por L.

theobromae em morangos cv. Benicia e aumentou a firmeza nos mesmos;

De modo geral, Phi Ca 10 g.L™ atrasou 0 amadurecimento por aumentar a acidez

titulavel e reduzir o indice de maturacdo dos morangos na cv. Benicia.



