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RESUMO

SOUZA, Andrea Dantas. Prospecgdo de produtos sintéticos bioativos no controle da
podrid&o-parda (Monilinia fructicola (Wint.) Honey) do pessegueiro. 2018. 91 f. Tese
(Doutorado em Seguranca Alimentar e Sanidade no Agroecossistema) - Instituto Bioldgico,
Agéncia Paulista de Tecnologia dos Agronegdcios, Secretaria de Agricultura e Abastecimento
do Estado de S&o Paulo, S50 Paulo, 2018.

O fungo Monilinia fructicola causa a podridéo parda, doenga mais importante no
pessegueiro. Infecta flores e frutos, os quais apresentam sintomas de apodrecimento e
mumificagdo na colheita e pos-colheita. O objetivo do presente trabalho foi verificar o
potencial de compostos sintéticos bioativos no controle in vitro e in vivo de M. fructicola em
péssegos, cultivar Chiripd Frutos com sintomas de podriddo-parda foram coletados no
municipio de Mogi das Cruzes, SP, e o fungo isolado em meio de cultura BDA, foi
identificado por meio de microscopia e extracéo de DNA. Testes in vitro com 17 compostos
derivados de esfingolipidios foram utilizados para se determinar a Concentracéo Inibitoria
Minima (CIM). Discos de papel estéril, embebidos com 5,0 uL dos compostos, controles
positivo (Captan) e negativo (DMSO), foram colocados no centro de placas de Petri com
meio de cultura BDA. O fungo foi inoculado com auxilio de swab, incubado a 28+2°C
durante 7 dias, quando entdo foram realizadas as leituras dos halos de inibicdo de
crescimento, com paguimetro digital. Considerou-se ativo o tratamento que inibiu
crescimento do microrganismo, produzindo halos < a 10 mm de didmetro. A Concentracéo
Inibitéria de 50 % (ICy,) foi obtida com curva dose-resposta do experimento in vitro. Na
plotagem dos pontos, utilizaram-se valores das médias obtidas das triplicatas realizadas para
cada teste. As médias dos halos de inibi¢cdo foram comparadas pelo teste de Tukey (p< 0,05).
Observou-se efeito de trés compostos nas estruturas (microscopia optica) e ultraestruturas
(microscopia eletrénica de transmisséo) do fungo. No ensaio in vivo, em esquema fatorial 5x2
e delineamento inteiramente casualizado, avaliou-se o efeito dos composto 4a e 1a no controle
da doenca nas flores e frutos, e na qualidade dos péssegos recém colhidos no estégio pré-
climatérico. As flores foram aspergidas com as solugdes e incubadas por trés dias a 25+2°C
(no escuro), e, posteriormente, foram transferidas para a temperatura de 4°C (com luz) por
mais trés dias, quando entdo determinou-se a incidéncia da doenca. Os frutos foram imersos
ou aspergidos nas solugbes com os tratamentos por cinco minutos. Determinou-se a

severidade (inoculagdo do fungo, 10° esporos.mL™) e a incidéncia (lesbes espontaneas) da
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doenca, medindo-se didmetros das lesdes. Avaliagoes fisicas e quimicas aos 0, 2, 4 e 6 dias
apos tratamento, determinaram o teor de sdlidos solUvels totais (SST); acidez total titulavel
(ATT); pH e perda de massa. Os dados foram comparados pelo teste de Tukey (p=<0,05).
Compostos 1a, 2a e 4a derivados de diaminas apresentaram melhores resultados para CIM e
ICy, e provocaram alteracBes morfologicas e ultraestruturais no micélio e esporulagdo do
fungo. Os compostos 4a e la diminuiram a incidéncia de M. fructicola nas flores. A
incidéncia e severidade da podriddo-parda foram inferiores nos frutos com composto 4a
(aspergido e imerso). Néo foram verificadas diferencas significativas entre tratamentos na
pos-colheita da fruta quanto a perda de massa, ATT, SST e pH. Como conclusdo principal, 0s
resultados demonstraram que é viavel o uso de compostos bioativos derivados de diaminas no
controle da M. fruticola.

PALAVRAS-CHAVE: Pos-colheita. Prunus persica. Concentracdo Inibitéria Minima.

Diaminas.



ABSTRACT

SOUZA, Andrea Dantas. Prospecting of bioactive synthetic productsin the control of the
brown rot (Monilinia fructicola (Wint.) Honey) of the peach tree. 2018. 91 f. Tese
(Doutorado em Seguranca Alimentar e Sanidade no Agroecossistema) - Instituto Bioldgico,
Agéncia Paulista de Tecnologia dos Agronegdcios, Secretaria de Agricultura e Abastecimento
do Estado de S&o Paulo, S50 Paulo, 2018.

The fungus Monilinia fructicola causes brown rot, the most important disease in the
peach tree. Infects flowers and fruits which presents symptoms of rotting and mummification
at harvest and post-harvest. The objective of the present study was to verify the potential of
bioactive synthetic compounds in the in vitro and in vivo control of M. fructicola in peaches,
cultivar Chiripa. Fruits with symptoms of brown rot were collected in the city of Mogi das
Cruzes, SP, and the fungus, isolated in PDA culture, was identified through its optical
microscope structures and DNA extraction. In vitro tests with 17 compounds derived from
sphingolipids, were use to determined Minimum Inhibitory Concentration (MIC). Sterile
paper disks embedded with 5.0uL of the compounds, positive (Captan) and negative
(DMSO), controls were placed in the center of petri plates with PDA culture. The fungus was
inoculated with swab aid, incubated at 28+2°C for 7 days, then the growth inhibition halos
were read with a digital pachymeter. It was considered active the treatment that inhibited the
growth of the microorganism, producing halos < 10mm in diameter. Inhibitory concentration
of 50 % (ICsp) was obtained with the dose-response curve of the in vitro experiment. In the
points plotting, we used average values obtained from the triplicates performed for each test.
The averages of the inhibition halos were compared by the Tukey test (p<0.05). It was
observed effect of three compounds of the structures (optical microscope) and ultrastructure
(transmission electron microscopy) of the fungus. In the in vivo test, in a 5x2 factorial scheme
and a completely randomized design, the compound 4a and 1a was evaluated as effective in
the control of the disease on flowers and fruits, and in the quality of the fruits harvested in the
pre-climacteric stage. The flowers were sprinkled with the solutions and incubated for three
days at 25 £ 2°C (in the dark) and then transferred to the temperature of 4°C (with light) for
another three days, when the incidence of the disease was then determined. The fruits were
immersed or sprinkled in the treatments solutions for five minutes. The severity (inoculation

of the fungus, 10° spores.mL™) and the incidence (spontaneous lesions) of the disease were



determined by measuring the diameters of the lesions. Physical and chemical evaluations, at
0, 2, 4 and 6 days after treatment, determined total soluble solids (TSS); total titratable acidity
(TTA); mass loss and pH. The data were compared by the Tukey test (p<0.05). Compounds
la, 2a and 4a diamine derivatives showed better results for MIC and ICso and caused
morphological and ultrastructural changes in the mycelium and fungal sporulation.
Compounds 4a and 1a decreased the incidence of M. fructicola in flowers. The incidence and
severity of brown rot were lower in fruits with compound 4a (sprinkled and immersed). There
were no significant differences between treatments in fruit postharvest for loss of mass, TTA,
TSS and pH. The results demonstrated that the use of bioactive compounds derived from
diamines in the control of M. fruticola is viable.

KEYWORDS: Postharvest. Prunus persica. Minimum Inhibitory Concentration. Diamines,
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25+1°C/80 — 90% UR por cinco dias.

Figura 22 - Frutos de péssego cv. Chirip& apds quatro dias de inoculagdo de Monilinia
fructicola, tratados com fungicida captan imersdo (b) e aspersdo (e), composto 4a
imersdo (c) e aspersdo (f), eimersas (a) e aspergidas (d) com agua.

Figura 23 - Frutos de péssego Chiripa apds seis dias de inoculagdo de Monilinia
fructicola, tratados com fungicida captan imersdo (b) e aspersdo (e), composto 4a
imersdo (c) e aspersdo (f), eimersas (a) e aspergidas (d) com &gua.

Figura 24 - Severidade da podridéo-parda (lesdo em cm) em péssegos cv. Chiripa,
submetidos aos tratamentos: imersdo em captan (T1), composto (T2) e agua (T3) e
aspersdo em captan (T4), composto 1a (T5) e agua (T6), e inoculados com Monilinia
fructicola. Os frutos permaneceram armazenados a 25+1°C/80-90% UR por cinco dias.
Figura 25 - AACPD - Area abaixo da curva de progresso da doenca/Severidade da
podriddo-parda em péssegos cv. Chiripa, submetidos aos tratamentos com imersdo em
captan (1), composto (2) e &gua (3) e aspersdo em captan (4), composto 1a (5) e &gua
(6), e inoculados com Monilinia fructicola. Os frutos permaneceram armazenados a
25+1°C/80— 90% UR por cinco dias

Figura 26 - Frutos de péssego cv. Chiripé apds quatro dias de inoculagdo de Monilinia
fructicola, tratados com fungicida captan imersdo (b) e aspersdo (e), composto la
imersao (c) e aspersdo (f), eimersas (a) e aspergidas (d) com agua.

Figura 27 - Perda de massa fresca de frutos de péssegos cv Chiripd, sem ferimento,
submetidos aos tratamentos com imersao em captan (1), composto 4a (2) e &gua (3); e
aspersdo em captan (4), composto 4a (5) e &gua (6), apds seis dias de armazenamento.
Figura 28 - Perda de massa fresca de frutos de péssegos cv Chiripd, sem ferimento,
submetidos aos tratamentos com imersao em captan (1), composto 1a (2) e &gua (3); e
aspersdo em captan (4), composto 1a (5) e &gua (6), apds seis dias de armazenamento.
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1. INTRODUCAO

A fruticultura é uma atividade de relevancia social e econémica em todo o mundo,
por fornecer alimentos ricos em nutrientes essenciais ao ser humano e gerar renda. Participa
diretamente na economia brasileira por meio do valor das exportacdes e do mercado interno.
Pode-se salientar, ainda, a importdncia no carater econémico-social, uma vez que esta
presente em todos os estados brasileiros e ser responsavel pela geracdo de 5,6 milhGes de
empregos diretos, o equivalente a 27 % do total da mao-de-obra agricola do Pais
(FACHINELLO et al., 2011).

Segundo Bueno e Baccarin (2012), o Brasil, por ser considerado o terceiro maior
produtor mundial de frutas, tem potencial enorme para expandir a sua participacdo no
mercado internacional. No entanto, ainda hd necessidade de mais pesquisas sobre a
conservacao dos frutos, tendo em vista que é consideravel a perda devido ao apodrecimento
ou outros danos que prejudicam a comercializacdo. Neta et al. (2013) afirmam que nos paises
em desenvolvimento, as perdas pds-colheita ultrapassam 20 % da producdo. No Brasil, esse
valor chega até a 40 % em algumas frutas, o que leva a uma procura constante de métodos
alternativos de controle para minimizar essas perdas.

Fachinello et al. (2011) destacaram que os desafios para a fruticultura estdo
relacionados, dentre outros fatores, a necessidade de se reduzir o uso de agrotoxicos e de
insumos, aos manejos pré e pos-colheita realizados nas frutas, ao controle de doengas e pragas
e aos programas de melhoramento genético para atender as novas demandas de cada uma das
frutiferas.

O pessegueiro (Prunus persica L. Batsch) esta entre as frutiferas que vem crescendo
em todo o mundo devido aumento no consumo de frutos "in natura™ e pela sua utilidade para
industrializac&o e comercializacdo sob forma de sucos e enlatados (SANTOS et al., 2012).

A producéo brasileira de péssegos, no periodo de 1999 a 2009, aumentou em 64,69 %,
mas a area colhida diminuiu em 15,39 % (FACHINELLO et al., 2011). O Brasil, em 2016, foi
responsavel pela producdo de 222.180 toneladas, entre péssegos e nectarinas, cultivadas em
21.320 ha, sendo que o Estado de S&o Paulo é considerado um dos maiores produtores de
péssego (AGRIANUAL, 2017).

Uma das cultivares de péssego indicada para consumo "in natura” € o Chiripa, criada
pela EMBRAPA - Clima Temperado - Pelotas, que produz frutos de tamanho médio a
grande, com cerca de 190 g, polpa branca, alto potencial de acimulo de agUcares, carogo
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aderente e epiderme com coloracdo de superficie avermelhada e cor de fundo esverdeada
(ROMBALDI et al., 2002).

Com relacdo a perecibilidade, o péssego, dentre as frutas de clima temperado, é uma
das mais pereciveis, pois apresenta elevado metabolismo pos-colheita, 0 que provoca rapida
perda de firmeza da polpa, incidéncia de podriddes e murchamento. O amadurecimento
acelerado do péssego é responsavel pela sua reduzida vida de prateleira, 0 que resulta em
sérias restricdes para eficiente manuseio e transporte. A quantidade colhida ndo é prontamente
absorvida pelo mercado consumidor, 0 que gera a necessidade de alternativas para manter o
fruto por mais tempo armazenado (COELHO, 1994; BONGHI et al., 1999; NAVA e
BRACKMANN, 2001).

Em péssegos destinados ao consumo "in natura”, os danos pos-colheita causados por
fungos, principalmente a podriddo-parda, acarretam grandes perdas no mercado atacadista.
Frutos de boa qualidade devem receber tratamento adequado desde a formagéo no campo, de
tal modo que a qualidade seja inerente aos tratos culturais pré-colheita (MARTINS et al.,
2006).

A podriddo-parda, causada pelo fungo Monilinia fructicola (Wint.) Honey, é
considerada a principal doenca do pessegueiro no Brasil (MAY-DE-MIO et al, 2008). Devido
a grande quantidade de chuvas durante o desenvolvimento dos frutos, a incidéncia de
podridfes tem sido elevada nos ultimos dez anos na cidade de Mogi das Cruzes - SP,
localizada na regido do alto Tieté. Essa regido é responsavel pela producéo de péssegos que
abastece a cidade de S&o Paulo, onde a doenca j& provocou perda de 46% de frutos
(MARTINS et al., 2006). Em outros paises, como na Espanha, por exemplo, as perdas em
pos-colheita, provocadas também pela incidéncia da podriddao-parda, sdo avaliadas em 59%
(LARENA et al., 2005).

O fungo M. fructicola tem duas fases de infeccdo: uma no periodo de floracdo, que
causa queima de pétalas e cancro nos ramos, e outra nos estagios finais de frutificagdo, etapa
em que ocorre a podriddo dos frutos em pré e pés-colheita (HONG et al. 1997).

Villarino et al. (2010) obtiveram uma correlacdo linear positiva entre o nimero de
frutos mumificados na arvore e a incidéncia de podriddo-parda em pos-colheita. O fungo
penetra nos tecidos vegetais através de danos mecénicos que ocorrem durante a colheita, o
manuseio, o0 transporte e 0 armazenamento dos frutos, levando-os a deterioracdo
(BERGAMIM FILHO e AMORIM, 1996).

As recomendacdes para o controle da doenca no Brasil sdo baseadas em tratamentos
protetores com a utilizacdo de fungicidas, principalmente durante a floragdo e nos estagios de
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pré e pbs-colheita (BALARDIN et al., 1994; ANDRADE e MATOS, 1996). Este tipo de
controle, além de causar desequilibrio ambiental, eleva o custo de producdo e, muitas vezes,
ndo oferece um controle eficiente em funcdo da grande quantidade de in6culo que pode estar
presente no pomar, das condi¢des climaticas durante o ciclo produtivo ou do manejo cultural
(BALARDIN et al. 1994).

No controle quimico foram relatadas resisténcia a alguns fungicidas utilizados para
aplicacdes de campo, incluindo benzimidazois e dicarboximidas (ELMER e GAUNT, 1993;
THOMIDIS et al., 2009). Além disso, as aplica¢Bes de fungicidas no campo estdo comegando
a ser limitadas devido & demanda dos consumidores por baixo residuo de agrotoxico no fruto
aliado as preocupacfes ambientais.

As demandas publicas para reduzir o uso de agroquimicos e melhorar a saude
ambiental e humana, limitam a aplicacdo pré-colheita de produtos quimicos no campo. Estas
preocupacdes, combinadas com a falta de tratamentos pds-colheita eficazes contra Monilinia
spp., tém estimulado o interesse de pesquisa no desenvolvimento de novos métodos de
controle.

Compostos bioativos obtidos de plantas e seus derivados analogos sintéticos, como
chalconas, alcaloides inddlicos, aminoalcaloides e diaminas, cujos mecanismos de acéo ainda
ndo foram estabelecidos, sdo atualmente foco de discussGes e pesquisas contra patdégenos
fangicos de doencas humanas, que utilizam como premissa a potencialidade no controle e
baixa toxicidade ao meio ambiente (ABENGOZAR et al., 2015; LEGARDA-CEBALLOS et
al., 2016; OLMO et al., 2016).



20

2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo geral

Verificar o potencial de compostos sintéticos bioativos no controle de Monilinia

fructicola em péssegos da cultivar Chiripa.

2.2. Objetivos especificos:

» Identificar a espécie de Monilinia sp. de acordo com as caracteristicas morfolégicas e
moleculares;

» Determinar a Concentracdo Minima Inibitéria (CIM) e a Concentracdo Inibitoria de
50% (1Csp) dos compostos bioativos no crescimento de M. fructicola;

» Avaliar os efeitos microscépicos dos compostos bioativos no fungo M. fructicola;

» Verificar a agdo dos bioativos em flores e frutos, quando inoculados ou ndo com M.
fructicola; e

» Avaliar os efeitos na qualidade pds-colheita de péssegos tratados com 0s compostos

selecionados.
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3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1. Pessegueiro - Prunus persica

A producdo mundial de péssegos esta em torno de 12 milhGes de toneladas, crescendo
ao redor de 20 % a cada 10 anos. A China é o maior produtor mundial, com cerca de 27 % de
participacdo na oferta global, enquanto que o Brasil, a producdo representa 1,0 %. O mercado
interno é abastecido pelos estados: Rio Grande do Sul (60 %), Parana (7,0 %), S&o Paulo (17
%) e Minas Gerais (9,0 %). O Brasil produziu 216.241 toneladas de frutos em 2016, numa
area colhida de 17.436 hectares (ANUARIO BRASILEIRO DE FRUTICULTURA, 2017). O
estado de Sao Paulo produziu em 1.492 hectares de péssegos, 35.954 toneladas da fruta em
2015 (IBGE, 2017).

O pessegueiro € originario da China e pertence a familia Rosaceae, subfamilia
Prunoidea, género Prunus (L.) e subgénero amygdalus. Todas as cultivares comerciais
pertencem a espécie P. persica (L.) Bastch (HEDRICK, 1917; SACHS e CAMPOS, 1998).
No Brasil, o programa de melhoramento de pessegueiro iniciou-se pouco antes de 1950 no
Instituto Agronémico de Campinas, Sdo Paulo, com plantas introduzidas da Flérida e
pessegueiros trazidos com os colonizadores a partir do século 16. Em 1975, dos cruzamento
das cultivares Delicioso e Nectared 5, é lancado a cv. Chiripa, desenvolvido pela UEPAE —
Embrapa Cascata, cuja a exigéncia de frio é de 400 a 500 horas. A planta apresenta vigor
médio (12 a 14 pares de gemas florais em cada 25 cm de comprimento de ramo). A floracdo
de coloragdo rosacea ocorre no final de agosto e a colheita dos frutos da-se em inicio na
primeira semana de janeiro (RASEIRA et al., 2014).

As principais pragas do pessegueiro sd@o a cochonilha-branca-do-pessegueiro
(Pseudolacaspis pentagonal), a grafolita (Grapholita molesta) e a mosca-das-frutas
(Anastrepha fraterculus). Dentre as pragas secundarias, destacam-se os pulgdes (Myzus
persicae e Brachycaudus scwartzi), o escélito (Scolytus rugulosus), o0s &caros rajado
(Tetranychus urticae) e vermelho (Panonychus ulmi) e as formigas (Atta spp e Acromyrmex
spp) (SALLES, 2003).

Dentre as doencas do pessegueiro, podem-se destacar a podriddo-parda (M.
fructicola), ferrugem (Transchelia discolor), antracnose (Glomerela cingulata), sarna
(Cladosporium carpophilum), crespeira (Taphrina deformans), podriddo-mole (Rhizopus
stolonifer) e a bacteriose (Xanthomonas arboricola pv. prunni) (FORTES, 2003).
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3.1.1. P6s-colheita do péssego

Apbs a colheita, 0 péssego apresenta padrdo respiratério climatérico, com rapida
concentracdo de aglicares nas Ultimas semanas de maturagdo e diminuicdo da acidez. Além
disso, seu carater perecivel provoca elevadas perdas da colheita até a comercializacdo
(CHITARRA e CARVALHO, 1985).

Para o consumo da fruta fresca, o teor de sélidos solGveis minimo do péssego deve ser
de 10°Brix e a acidez titulavel maxima de 0,609 de &cido citrico/100g de polpa (CHITARRA
e CHITARRA, 2005). A cultivar Chiripa possui frutos de tamanho médio a grande, polpa
branca e firme, com coloragcdo avermelhada nas proximidades do carogo. O sabor € doce, 0
teor de solidos solUveis € de 15 a 20°Brix e baixa acidez (RASEIRA; NAKASU, 1998).

Flores-Cantillano (2003) caracteriza o amadurecimento de frutos como sequéncia de
mudancas de cor, sabor, aroma e textura, as quais proporcionam Otima qualidade
organoléptica ao serem consumidos. Nesta fase ha um consideravel aumento no teor de
solidos solaveis, podendo variar de 10° a 15° Brix. Para se determinar a colheita, o pardmetro
mais utilizado é a cor caracteristica de cada cultivar, que permite a distingdo entre os estadios
de maturagéo: "de vez" quando o fundo do fruto apresenta coloragdo verde-amarelado e
maduro, fundo do fruto amarelado (FLORES-CANTILLANO, 2014).

O fruto do pessegueiro é muito apreciado e sua qualidade visual est4 entre os fatores
de maior importancia para a comercializagdo. Esse atributo pode ser alterado por diversos
tipos de defeitos, como, por exemplo: marcas e cicatrizes, rachaduras, danos mecanicos,
queimaduras de sol e lesdes de pragas e doencas, sendo este ultimo considerado defeito grave,
segundo a classificacdo realizada pela Companhia de Entrepostos e Armazéns Gerais de Séo
Paulo (CEAGESP, 2008), e intoleravel pelos consumidores, sendo eliminados antes da
distribuicdo (ARGENTA, et. al, 2004).

Martins et al. (2006) quantificaram e caracterizaram 0s danos pés colheita em
péssegos na CEAGESP, e concluiram que 46 % dos frutos apresentaram podrid6es associadas
a ferimentos e a doencas, dentre elas a podriddo-parda.

3.2. Podridao-Parda - Monilinia fructicola

O género Monilinia pertence a classe dos Ascomicetos e a ordem Helotiales, cujas

caracteristicas sdo a formacédo de apotécios e de esclerddios. A fase reprodutiva assexuada dos
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fungos do género recebe o nome de Monilinia. A diferenciagdo entre as espécies do género na
fase assexuada é dificil de ser realizada, pois os conidios de todas as espécies de Monilinia
sdo limoliformes, hialinos e produzidos em cadeia. Apenas o tamanho dos esporos é variavel
entre as especies, embora a variagdo intraespecifica seja muito grande. M. fructicola forma
conidios que medem de 15 a 25 x 8 a 14 um, M. laxa de 5 a 23 x 4 a 16 um e M. fructigena
forma conidios de 12 a 34 x 9 a 15 um (OGAWA et al., 1995).

M. fructicola é o patdgeno de maior importancia econdmica entre os causadores de
doencas no pessegueiro e demais frutas de carog¢o. Causa infec¢do no inicio da floragéo,
apodrecendo as pecas florais, impossibilitando o desenvolvimento do fruto. O fungo
permanece no pomar e essa fonte de indculo promove o desenvolvimento da doenca na fase
de producéo dos frutos e causa o apodrecimento e mumificacdo destes ainda no campo, e mais
intensamente na fase de pos-colheita, quando os frutos estdo mais maduros (Figura 1)
(EMERY et al., 2000).

‘, . / Desenvolvimento
~ Infeccao o
Ascos e s, /
primaria :
ascosporos O //r / do cancros
) \:1
) O B

Infecgdo do

Micélio

Fontes de inéculo /

para infecgoes

F‘roducao de

|noculo para

infecgoes

Frutos mumificados

i
5 | o PSP

Figura 1 - Ciclo da Monilinia fructicola em pessegueiro (MAY-DE MIO et al., 2004).

A doenca tem inicio na primavera, infectando primeiramente os 6rgaos florais. A
partir deste ponto pode avancar pela flor até o pedinculo. Os conidios sdo disseminados por
vento, dgua e insetos, atingindo os frutos penetrando a partir dai pela cuticula ou por

ferimentos. Causa, a principio, manchas pardas pequenas e circulares que se desenvolvem
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rapidamente e desidratam o tecido mumificando o fruto que pode ficar preso a planta ou caido
no solo (OGAWA et al., 1995; MAY-DE MIO et al., 2004), permanecendo dessa forma por
todo o inverno até a chegada da primavera quando entdo inicia liberagdo de conidios (Figura
1) (AGRIOS, 1997; FORTES e MARTINS, 1998).

As infecgOes latentes nos frutos imaturos, normamente, vém de flores que mesmo
com o fungo presente sobrevivem, mas originam frutos contendo o patégeno (MAY -DE MIO
et a., 2004). As informagBes sobre a capacidade do patdgeno infectar durante o
desenvolvimento dos frutos sdo escassas; porém, ha relatos, para pessegueiro, de que o fungo
pode penetrar pelos estdbmatos, quando os frutos estdo imaturos, e na regido da inser¢cao do
pélo, no caso de frutos maduros (BYRDE e WILLETTS, 1977). Segundo estes autores, a
penetracdo direta pela cuticula também pode ocorrer, porém em baixa frequéncia. O que
realmente favorece a infecgdo é a ocorréncia de ferimentos, mesmo nos estagios iniciais de
desenvolvimento dos frutos, tais como 0s ocasionados por granizo e insetos. Além disso,
condicbes climéticas favoraveis, proximas ao periodo de colheita, favorecem o
desenvolvimento do patégeno (MOREIRA, 2005).

As trés especies originalmente descritas como causadoras da podriddo-parda estéo
mundialmente distribuidas nas areas produtoras de frutiferas da familia das rosaceas de
carogo: M. fructigena ocorre na Europa e na América do Norte e M. laxa é a espécie que
causa a maior quantidade de perdas na Europa, sendo encontrada também na Africa do Sul,
no Chile, no Iraque e nos Estados Unidos; M. fructicola é encontrada nos Estados Unidos, no
Canad4, na Australia, na Nova Zelandia e no Japédo, além de paises da America do Sul
(OGAWA et al., 1995); M. fructicola é listado como uma doenca de quarentena na Unido
Europeia, pois foi detectado na Austria e Franca (OEPP/EPPO, 2003). No Brasil, a Unica
espécie relatada como agente causal da podriddo-parda em Prunus era M. fructicola
(MARTINS et al., 2006). No entanto, ja foi constatada a presenca de M. laxa causando
podriddo em frutos de pessegueiro no pais (SOUZA et al., 2008).

Holst-Jensen (1997), em um estudo sobre a filogenia molecular e evolutiva da
Monilinia, relatou 17 espécies do género, dando suporte a hipdtese de que a espécie ndo €
monofilética. Pizzuolo et al. (2006) estudaram 23 isolados de Monilinia, identificando e
comparando morfologicamente suas estruturas e as leituras de protocolos biomoleculares por
meio da amplificacdo polimdrfica do DNA (RAPD) e PCR.

Frente a necessidade de identificagdo do agente causal e a dificuldade da diferenciacdo
por meio dos conidios e da diagnose atraves de sintomas e sinais destes patdgenos, foram
propostos métodos de diferenciacdo entre as espécies baseados em meios seletivos ou
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morfologia. Antes do surgimento de métodos moleculares com essa finalidade, a inoculagdo
de peras maduras era usada para diferenciar M. fructicola de M. laxa, uma vez que a
esporulagdo de M. fructicola é abundante nesse fruto, enquanto que a esporulacdo de M. laxa
é esparsa (OGAWA et al., 1995).

Com o advento de métodos moleculares para a identificacdo de espécies patogénicas,
técnicas como RFLP e PCR passaram a fazer parte do diagndstico desses patdgenos.
Sequéncias de primers especificos para diferenciar M. fructicola de M. laxa foram desenhadas
e tém sido usadas com sucesso (BOEHM et al, 2001; COTE et al., 2004).

As trés espécies de Monilinia sdo geralmente distinguidas por caracteristicas culturais
e morfologicas (BYRDE e WILLETTS, 1977; MORDUE, 1979). No entanto, a identificacdo
das espécies com uso da morfologia ndo é confiavel, pois h&a muitas diferengas entre isolados
de uma mesma espécie e uma sobreposicdo de morfologia da coldnia entre espécies
(OGAWA et al., 1995; PENROSE et al., 1976; BYRDE e WILLETT, 1977). Outras técnicas
baseadas em abordagens bioguimicas e moleculares, bem como sobre as caracteristicas
morfoldgicas e quantitativas, tém aumentado o conhecimento sobre as variagdes entre 0s
isolados e melhorado a identificagdo do fungo da podriddo-parda (FULTON e BROWN,
1997; VAN LEEUWEN e VAN KESTEREN, 1998; FULTON et al, 1999; SNYDER e
JONES, 1999; FORSTER e ADASKAVEG, 2000; 100S e FREY, 2000; BOEHM e
MICHAILIDES et al., 2001; LANE, 2002; COTE et al., 2004).

3.3. Controle da podriddo-parda e impactos

No campo, as primeiras medidas para controle da podridéo-parda devem ter como
objetivo eliminar ou reduzir fontes de inéculo, como as citadas por Byrde e Willetts (1977),
0s quais recomendam retirar frutos mumificados do chéo e dos ramos e redlizar as podas de
inverno e de limpeza. A retirada das flores com sintomas e dos frutos raleados e abortados
gue ficam retidos nos ramos sdo outras atividades recomendadas, pois essas partes da planta
atuam como inéculo secundé&rio (LANDGRAF e ZEHR, 1982; HONG et al., 1997).

Em infecgOes latentes, essas medidas podem ndo ser eficientes. Nestas infecgdes em
frutos imaturos, ocorre a penetracéo do fungo via estébmatos, pela cuticula ou por meio das
infeccOes florais, mas ndo ocorre a morte da flor e os sintomas podem se manifestar apenas
durante ou ap6s a colheita (SOUZA, 2006).
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Segundo Prusky (1996), na infecgdo latente a interrupcdo do ataque fangico ocorre da
germinagcdo dos esporos até a colonizagdo. Quando as condices do ambiente ou do
hospedeiro forem favoraveis a penetragdo, mas ndo ao crescimento ativo do patdgeno, as
infecgdes quiescentes sdo consideradas visiveis ou ndo visivels (JARVIS, 1994).

A infeccdo latente prejudica toda a cadeia produtiva do fruto e o consumidor, pois
agrava a incidéncia da podriddo-parda nos periodos da colheita, do armazenamento e do
transporte. Proporciona que os frutos sadios sejam contaminados pelos frutos infectados com
apodriddo entre a colheita e o consumo (AGRIOS, 1997).

Segundo Garrido e Sonego (2005), devido ao fato de o pessegueiro ser atacado por
diversas pragas e doencas, o controle deve ser baseado na utilizacdo de agrotdxicos
registrados, como fungicidas e inseticidas, nas diferentes fases de desenvolvimento da cultura.

A Lei Federal no. 7.802 de 11/07/89, regulamentada pelo Decreto no. 98.816, no seu
Artigo 2, Inciso |, define como agrotdxico: “produtos e componentes fisicos, quimicos ou
bioldgicos destinados ao uso nos setores de produgdo, armazenamento e beneficiamento de
produtos agricolas, nas pastagens, na protecdo de florestas nativas ou implantadas e de outros
ecossistemas. Também para o0 uso em ambientes urbanos, hidricos e industriais, cuja
finalidade seja alterar a composi¢do da flora e fauna, a fim de preserva-la da acdo danosa de
seres vivos considerados nocivos, bem como substancias e produtos empregados como
desfolhantes, dessecantes, estimuladores e inibidores de crescimento” (BRASIL, 2002).

Os defensivos agricolas podem ser facilmente espalhados para além de seus alvos,
intoxicando e matando diretamente insetos benéficos e a vida selvagem, sendo também
bioacumulados nesses organismos, provocando alteracfes indesejaveis nos ecossistemas,
como por exemplo, a contaminacdo de corpos d’agua superficiais e subterraneos e do solo
(GLIESSMAN, 2001). Além da contaminacdo dos ecossistemas naturais, ocorrem impactos
sobre a saude da populacdo, incluindo os aplicadores dos produtos, os membros da
comunidade e os consumidores dos alimentos contaminados com residuos, mas sem duvida, a
primeira categoria € a mais afetada por manter o contato direto com esses produtos
(MOREIRA et al., 2002). Essa exposicao pode causar problemas respiratérios como bronquite
asmaética e outras anomalias pulmonares, efeitos gastrintestinais, depressdo, cancer e, para
alguns compostos como organofosforados e organoclorados, os efeitos incluem distarbios
musculares, debilidade motora e fraqueza (BRIGANTE et al., 2003).

Segundo Ribeiro (2001), somente na década de 90 as vendas mundiais de agrotoxicos
ultrapassaram 21 bilhdes de dolares, o que representa mais de trés milhGes de toneladas de

produtos. Da mesma forma, o volume de agrotdxicos comercializados no Brasil teve um
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grande crescimento, correspondendo a um faturamento anual na ordem de bilhdes de reais.
Este crescimento desordenado e sem controle se deve a varios fatores de natureza complexa, e
se relacionam com a expansdo da fronteira agricola, a intensificacdo do desequilibrio
bioldgico do agroecossistema e 0s aspectos socioeconémicos. O grande volume de produtos
utilizados se reflete na contaminacdo dos alimentos que serdo consumidos, pois quando se
pesquisam residuos em produtos colhidos, verifica-se a alta frequéncia de casos que
ultrapassam os limites pré-estabelecidos. Ribeiro (2001) ainda menciona que 0 excesso de
residuos toxicos também tem sido um obstéculo & exportacdo dos produtos nacionais.

Os problemas com agrotdxicos estdo associados as suas propriedades, como a
toxicidade seletiva, a persisténcia no ambiente, o potencial de bio-acumulagédo e a mobilidade
(EMBRAPA, 2004). Metais toxicos podem provocar distdrbios no ecossistema do solo,
afetando sua populacdo de invertebrados (SPURGEON et al., 1994). O armazenamento de
metais € um aspecto caracteristico de alguns invertebrados terrestres, os quais tém sido
chamados de macroconcentradores. A eliminacdo do metal indesejado por esses organismos
pode ndo ocorrer na mesma proporgéo da ingestdo, causando um problema para estes. Diante
disso, esses animais tém desenvolvido uma estratégia para promover a inativagao e retencao
de metais toxicos ou quantidades expressivas de elementos ndo essenciais pela
compartimentalizagéo intracelular (ALVES, 2002).

O mercado mundial, além da qualidade externa das frutas, passou a exigir controle e
registro sobre todo o sistema de producdo, incluindo analise de residuos de agrotoxicos e
estudos sobre impacto ambiental da atividade, ou seja, € necessario que se tenha
rastreabilidade de toda a cadeia produtiva, assegurando ao consumidor transparéncia do
processo produtivo. Os aspectos relativos & seguranca alimentar e o excesso de oferta de
produtos no mercado, mostram que a Unica alternativa é a busca pela distingdo qualitativa
(estética, valores nutricionais e aspectos ambientais) do produto para aquisi¢do da confianca
do consumidor, levando-se em conta seus gostos e suas preferéncias (FACHINELLO et al.,
2003).

Para o controle dos fitopatdgenos, sdo essenciais informacdes sobre o seu ciclo de
vida, da sua etiologia, do seu comportamento na planta e da sua interagdo com o ambiente e 0
hospedeiro. Manter a incidéncia e a severidade das doencas abaixo do nivel de dano
econdmico é essencial para considerar eficiente o seu controle, o qual muitas vezes s6 é
alcancado com o uso de mais de um método, como controles fisicos, mecénicos, culturais,
genéticos, legislativos, quimicos e biologicos (ZAMBOLIM et al., 1997).

Nos locais em que ocorre alta incidéncia de M. fructicola, o tratamento quimico é o
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primeiro método a ser utilizado em cultivo convencional ou integrado. Esses tratamentos s&o
feitos logo que as sépalas se tornam visiveis. A segunda intervengdo com esses produtos é
efetuada na fase de queda das pétalas. Na fase da pré-colheita, as pulverizagdes ocorrem aos
vinte e um, catorze e sete dias antes da colheita (MAY-DE MIO et al., 2004).

Para producdo convencional, prevalece 0 manejo e préticas culturais e tratamentos

fitossanitarios (Tabela 1) com calendério fixo; sem monitoramento de pragas e doencas.

Tabela 1. Caracteristicas dos fungicidas utilizados na produgdo convencional do péssego.

Principio Ativo | Grupo estrutural | Niumerode | Classificacdo | Classificacdo Periodo de
aplicagbes | Toxicolégica® | Ambiental® | Caréncia (dias)
Captan dicarboximida 2 I [l 1
iprodiona dicarboximida 1 v [l 3
mancozeb ditiocarbamato 3 I I 21
Oxido cuproso | derivado de cobre 1 v [l 7
tebuzonazol triazol 1 [l I 7
tiofanato carbamato 2 v [l 14
metilico

Triforina piperazina 1 I [l 7

* Modificado de InformacBes AGROFIT, 2017
a. |, extremamente toxico; 11, altamente téxico, |11, medianamente toxico e 1V, pouco toxico
b. 11, produto muito perigoso e Il produto perigoso

Apesar do nimero consideravel de agroquimicos registrados para O pPessegueiro,
conforme observado na Tabela 1, o controle eficiente da podriddo-parda nas etapas da

colheita e pos-colheita ainda € considerado um desafio para reduzir perdas de frutos.

3.4. Controle Alternativo: produtos sintéticos bioativos

A esfingosina é um amino-acool natural com 18 aomos de carbono da classe dos
lipideos denominada esfingolipidio (LIAO et al., 2005; YUN, 2003). Os esfingolipidios sdo
mol écul as encontradas em membranas de organiSmos eucariontes e procariontes, amplamente
encontrados na natureza, tendo sido identificados e isolados de mamiferos, organismos
marinhos, plantas, fungos e leveduras. Sua caracteristica estrutural € uma base esfingoide que
apresenta uma cadeia alquil com ndmero variado de carbonos (14 a 26), um grupo hidroxila
na posicao 4 ou 6 e duplas ligagdes varidveis e grupos metila inseridos ao longo da cadeia
carbonica (Figura 2). Estima-se que existam mais de 60 diferentes tipos de bases esfingoides
(MERRIL e SANDHOFF, 2002).
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Atualmente novas funcdes foram atribuidas aos esfingolipidios, por exemplo:
participacdo de eventos fisiopatoldgicos em mamiferos e plantas como, nos processos de
multiplicacdo e comunicacdo celular, reconhecimento de espécies invasoras, entre outros.
(SCHMIDT e VANKAR 2000).
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Figura 2 - Estrutura béasica de uma esfingosina (FREDI e TINOCO, 2015).

O grupo de pesguisa em Quimica Farmacéutica DOMOBIO (Disefio y OBtencién de
Moléculas BlOactivas) da Universidade de Salamanca (USAL), Espanha, desenvolveu e
sintetizou numerosas substancias bioativas de diferentes naturezas estruturais e Uteis frente a
distintas doengas humanas, principamente cancer e infecgdes, em colaboragdo com
pesquisadores das areas biomédicas e com industrias de vérios paises. O grupo publicou e
patenteou substéncias naturais e semissintéticas, com estruturas de lignanos e terpenil-
quinonas/hidrogquinonas, derivadas de compostos naturais, e sintéticas de natureza lipidica
(aminodlcoois e diaminas dlifaticas e aliciclicas) e aromética heterociclica contendendo
sistemas de benzalftalida, ftalazinona, imidazoisoindol, etc. (informag&o verbal)™.

A maioria das substancias do Grupo DOMOBIO foram desenhadas e sintetizadas a
fim de submeté-las a bioensaios de naturezas diversas, para avaliar atividade e potencial de
utilidade terapéutica, incluindo ensaios de agdo contra fungos patogénicos humanos. Os
resultados publicados apenas parcialmente, até hoje, tém servido para selecionar para este
trabalho a familia de compostos relacionados estruturamente com esfingosing, um
componente celular universal e fundamental para qualquer tipo de organismo. Eles sdo
compostos com fungdes de tipo amina e acool e tamanho varidvel, que foram caracterizadas
em termos de bioatividade, tal como descrito abaixo, (informag&o verbal)™.

Os resultados obtidos pelos grupos de pesquisa da Universidade Nacional de Rosério,
Argentina, (UNR, Dra. Susana Zacchino) e da Universidade de Antioquia, Medellin,
Colémbia, (UDEA, Dra Ana C. Mesa), relatam atividade antifungica dos esfingoanaogos.

Em resumo, o grupo da UNR avaliou cerca de 35 esfingoandogos da Universidade de

! informagdes fornecidas pelo Dr. Arturo San Feliciano, em junho de 2017.
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Salamanca (USAL), de tamanho Unico de cadeia de 14 carbonos, contra duas espécies de
Candida, uma de Saccharomyces, uma de Cryptococcus, trés de Aspergillus, uma de
Microsporum e duas espécies de Trichophyton, encontrando véarios compostos com valores de
MIC entre 3,9 e 30 ug.mL™ (10 a 100 pM) e os melhores foram contra Cryptococcus
neoformans e Aspergillus fumigatus. Estes resultados serviram para facilitar a selecéo de
compostos para a realizacdo de outras avaliaghes e para orientar o desenho e sintese de
mel hores esfingoandl ogos (informag&o verbal)'.

O grupo da UDEA avaliou 10 compostos selecionados contra espécies de Candida (8),
Aspergillus (3), Cryptococcus (1), Fusarium (1) e Sporothrix (1), para encontrar duas
substéncias causadoras da inibicdo total do crescimento e com largo espectro de agédo
antifingica, como a diamina 1b (AA-40/00/14) e o amino-acool 7a (OA-10/02/14), (Figura
5).

Em estudos contra fitopatdégenos, Souza et al. (2012) comprovaram a eficaciain vitro
dos compostos esfingoanalogos: 1a (1c), 1b (1e), 3a(7c), 3b (7€), 4a(8¢e) e 5a (9a) (Figura 3),
todos com halos de inibi¢do superiores a 10 mm, demostrando ser vidvel a utilizagdo destes
tipos de diaminas no controle de Penicillium digitatum, causador no bolor verde em citrus.

NH-R; R, OH

N

HsC ~ HsC
\CC Rs C
H>/ n H 13
S5a

la: R;=Boc, Ry,R3=H, n=9
1b: R;=Boc, Ry,R3=H, n=13
2a: Ry=Boc, R,=H, R3=Et, n=9
3a: Ri=H, R, R3=Et, n=9 HsC

3b: Ry=H, R, R3=Et, n=13 \<(H3 13

4a: R,=Boc, R,,R3=Et, n=13 7a

Figura 3 - Esfingoanalogos ativos frente a Penicillium spp. e outros fungos.
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Em relagdo as outras atividades e usos dos esfingoandlogos, Olmo et al. (2002)
sintetizaram diaminas aliféticas e derivados amino-dcoois e avaliaram seus efeitos em
culturas de Leishmania spp. Os derivados de diamina foram mais potentes do que 0s seus
analogos de amino-alcool ou amino-éter. Dois derivados de diamina, o carbamato 8b (14d) e

0 aminodiester 9d, e de um etilamino-alcool 6a (9d) (Figura 4), resultaram em uma inibicdo
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de crescimento do parasita em concentracGes inferiores a 10mg.mL™, com poténcias mais

proximas do medicamento de referéncia, a anfotericina B.

NH-Et NH-Boc NH,

HsC OH  HsC NEt, HsC N(CH,CO,Et),
C C C
H,/13 H,/13 H,/13
6a 8b od

Figura4 - Esfingoand ogos anti-Leishmania spp. Boc: terc-butoxicarbonila, Et: etila

AbengOzar et a. (2014) relataram os resultados de estudo sobre a agdo anti-
Leishmania de aminodlcoois relacionados com o composto 6a (9d), descrevendo trés
diferentes modos de a¢&o para compostos estruturalmente muito semelhantes. Também foram
relatados os efeitos de alguns esfingoanalogos sobre nematoides do género Strongyloides
(LEGARDA-CEBALLOS et a. 2016).

Em outro trabalho, quinze andlogos da dihidroesfingosina foram testados in vitro
contra o Mycobacterium tuberculosis (Mtb). Dois éter benzilicos (3 e 4b) e uma diamina
substituida 8b (14d), (Figura 5), apresentaram alta poténcia de controle, com valores de CIM
de 1,25 mg.mL™. Os trés compostos testados em onze outras estirpes isoladas de casos
clinicos com diferentes padrées de multi-resisténcia a drogas (MDR), mantiveram 0s seus
valores de CIM para a maioria das estirpes, ou até mesmo melhor, como no caso do composto
4b, que, ensaiadas na estirpe n. 332, também resistente a todos os medicamentos de primeira
linha anti-tuberculose, atingiu o valor de CIM de 0,78 pg.mL™ (OLMO et al., 2009). Em
publicagdo posterior (OLMO et al., 2016), foi demonstrada a eficicia in vivo de vérios
esfingoanalogos ndo téxicos, no camondongo infectado com estirpes clinicas de Mtb
multirresistentes a drogas anti-TB.

NH, NHEt, NH,
HaC OBn  H,C OBn  HsC
Tt Tl Tt
3 4b 8b

Figura 5 - Esfingoandlogos ativos frente a (MDR)- M. tuberculosis. Et: etila, Bn: benzila.
(ndmeros dos compostos mantidos de acordo a publicacéo original)

NEt,
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O grupo da Universidade de Salamanca também publicou outros trabalhos sobre
novos agentes antifuingicos que pertencem a outros compostos estruturais. Castro et a. (2013)
realizaram a avaliagdo antifungica de vinte e sete compostos quinonicos, in vitro, contra os
microrganismos humanos Candida spp., Aspergillus spp., Fusarium spp. e Trichophyton spp.
A estratégia de sintese usada para obter os derivados de quinona foi inicialmente baseada no
ciclo adicdo Diels-Alder entre derivados de p-benzoquinona e vérios terpenoides como
mirceno, seguido por ciclizagdo da cadeia lateral de prenilo, no caso do antraceno-1,4-dionas.
Os compostos mais promissores, exibindo CIM com valores inferiores a 10 pg.mL™, foram
aqueles que ostentam um ou dois atomos de cloro ligados ao anel quinona. Curvas de mortes
determinadas para 0s compostos mais potentes mostraram o0 seu modo de agdo fungistético
semelhante & do itraconazol.

Derita et a. (2013) relataram a atividade antifungica de derivados de ftalazinona em
importantes doencas da derme humana como Aspergillus niger, A. fumigatus ou A. flavus,
Microsporum canis, M. gypseum, Trichophyton mentagrophytes, T. rubrum e
Epidermophyton floccosum.
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4, MATERIAL E METODOS
4.1. Esfingoanélogos

Compostos derivados de esfingolipidios, diaminas e aminoalcoois, foram sintetizados
no Departamento de Quimica Farmacéutica da Universidade de Salamanca, Espanha, pelo do
Prof. Dr. Arturo San Feliciano Martin e cedidos para o presente estudo.

4.2. Coleta das Amostras

As amostras de péssegos com sintomas de podriddo-parda foram coletadas no
municipio de Mogi das Cruzes - SP, propriedade do Senhor Américo Kudamatso, produtor de
péssegos cultivar Chiripé enxertadas sobre cavalo Okinawa com espacamento quatro metros
entre plantas e seis metros entre linhas, na safra 2015/2016. Vinte frutos recém colhidos e 50
flores com sintomas caracteristicos de mumificacdo e manchas foram coletados e
acondicionados em sacos de papel e transportados em caixas de isopor até o Laboratério de
Fitossanidade da Faculdade Integral Cantareira, em S&o Paulo, SP, para o isolamento.

4.3. Isolamento e identificacdo de Monilinia sp. das amostras de flores e péssegos

4.3.1. Isolamento e identificagdo morfoldgica de Monilinia sp.

As amostras da epiderme do fruto foram pesadas e aliquotas de 10g colocadas em
frascos de vidro contendo 90 mL de agua destilada estéril, sendo agitadas por 30 minutos e
posteriormente diluido em concentracdes de 10" a 10®. Uma fracdo de 0,1mL de cada
diluicdo foi distribuida superficialmente, em placas de Petri contendo agar batata dextrose e,
posteriormente, incubadas por 5 dias na temperatura de 25°C, em estufa com temperatura
controlada, em duplicata (MELLO et al., 2011). O género Monilinia foi classificado até
espécie, de acordo com as suas caracteristicas morfoldgicas, utilizando chave Barnett e

Hunter (1998) e moleculares.
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4.3.2. Identificacdo molecular de Monilinia sp.

O DNA de dois isolados foi extraido conforme método descrito por Doyle e Doyle
(1987) a partir do micelio crescido em meio de cultura. A amostra de DNA genémico extraido
foi submetida a reacdo em cadeia pela polimerase (PCR) para amplificacdo da regido ITS
(internal transcribed spacer) do rDNA. Os oligonucleotideos iniciadores para a regido ITS
foram ITS1 (5’-TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3’) e ITS4 (5-
TCCTCCGCTTATTGATATGC - 3’) (WHITE et al., 1990).

A mistura para a PCR consistiu de 1uL de DNA, 1uL de cada primer a 10uM, 10uL
de tampé&o para PCR 5X, 1uL de dNTPs a 10 mM, 0,2uL de GoTagq DNA polimerase 5U.pL™
(Promega) e 35,8uL H,O MilliQ autoclavada, para um volume final de 50uL. O programa de
amplificagéo consistiu de desnaturacgdo inicial a 94 °C por 2 minutos seguida de 40 ciclos de
desnaturacéo a 94 °C por 10 segundos, anelamento a 54 °C por 30 segundos, extenséo a 72 °C
por 45 segundos, e extensdo final a 72 °C por 4 minutos. A verificagdo dos produtos
amplificados foi realizada com eletroforese em gel de agarose 0,8 % corado com brometo de
etideo. Os produtos amplificados foram purificados através de precipitagdo com
polietilenoglicol (SCHMITZ e RIESNER, 2006), submetidos a reacdo de sequenciamento
pelo método de terminacdo de cadeia empregando-se o reagente Big Dye 3.1 (Applied
Biosystems) e analisados em sequenciador capilar automatico 3500 XL (Applied
Biosystems). Sequéncias similares as obtidas para os isolados do presente estudo foram
encontradas no GenBank através da ferramenta Blastn.

O isolado foi depositado na colecdo de fungos fitopatogénicos "Micoteca Mario
Barreto Figueiredo,” no Centro de Pesquisa e Desenvolvimento de Sanidade Vegetal do
Instituto Bioldgico de Sdo Paulo - SP, com o registro MMBF13/2018.

4.4. Controle in vitro de Monilinia fructicola

4.4.1. Determinagdo da Concentracdo Inibitéria Minima - CIM

Apos a identificacdo molecular, o fungo M. fructicola seguiu para a avaliacdo da
atividade antifungica no Laboratério de Fitossanidade do CEATEC (Centro de Apoio
Tecnoldgico Cantareira) da Faculdade Integral Cantareira.

A triagem das amostras ocorreu em meio solido BDA com discos estéreis. Com 0
auxilio de swab, o fungo (conidios e micélio) foi distribuido na superficie da placa, onde
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depositou-se o disco de papel filtro estéril de 6 mm embebido com 5,0uL de DMSO (controle
negativo), 5,0uL da solugdo de Captan® (controle positivo) (0,04 mmoles.disco™; halo inib.:
~13,5 mm) e 5,0 pL (0,04 — 10mmoles.disco™) dos tratamentos (Tabela 2). Os ensaios em
triplicata foram incubados a temperatura de 28+2°C durante sete dias. As leituras foram
realizadas, apds o periodo, com paquimetro digital e o resultado expresso pela média dos
halos de inibicdo de crescimento em volta dos discos de papel. Foi considerado ativo o
produto que inibiu o crescimento do microrganismo, produzindo halos iguais ou superiores a
10mm de didmetro. A partir desses resultados determinou-se a Concentra¢do Inibitoria
Minima (CIM). A técnica de disco-difusdo foi realizada segundo recomendagfes descritas no
método M44-A (NCCLS, 2004).

Tabela 2 - Codigos dos compostos (USAL), formula e peso molecular e trés concentragdes
em g, dissolvidos em dimetilsulféxido (DM SO).

DIAMINAS

Cbdigo USAL* Formula Peso Molecular Concentracéo (ug/pL)
Composto Molecular
la (1c) Ci17H36N,02 300 S1=83,3

S2=41,6
S3=20,83
1b (le) C21H44N,02 356 S1=83,3
S2=41,6
S3=20,83
2a (2c) C10H40N,02 328 S1=34,5
S2=15
S3=7,5
2a™ (2e) C23H4sN,02 384 S1=35,5
S2=47,3
S3=15,8
3a(7c) Ci6HzeN, 256 S1=35,5
S2=40,6
S3=15,2
3b (7e) C20HaaN, 312 S1=36,5

S2=52,7
S3=17,5

4a (8e) C21H44N,02 356 S1=39,5
S2=14,8
S3=7,4
4a’' (8c) Cas5Hs52N,02 412 S1=31,5
S2=48,7
S3=16,2
9a (3e) Cas5Hs52N,02 412 S1=33,5
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S2=112
S3=22,4
9b (4e) C27Hs56N,02 440 S1=31,5
S2=58
S3=19,3
10a (5e) C23H46N,04 414 S1=35,5
S2=75
S3=25
10b (6e) C25H50N,04 442 S1=31
S2=140
S3=70
-~ AMINOALCOOIS
Cdbdigo USAL* Férmula Peso Molecular Concentragao (pg/uL)
Composto Molecular
5a (9a) C16H3sNO 257 S1=30
S2=120
S3=60
11a (9b) C1gH39NO 285 S1=36,5
S2=134
S3=67
6a (9d) C2Ha7NO 341 S1=32,5
S2=142
S3=71
8e (14a) C26Ha7NO4 437 S1=37
S2=70
S3=23,3
8f (14b) C2gH51NO4 465 S1=35,5
S2=146
S3=73

USAL: cédigo de identificacdo da Universidade de Salamanca.

4.4.2. Determinacao de Concentracgdo Inibitoria de 50% (1Cxp)

A concentracdo inibitdria de 50 % do crescimento é a medida quantitativa, indicando
guanto do composto é necessario para inibir 50 % do crescimento da Monilinia em cultivo. O
valor é determinado pela curva dose-resposta obtida do experimento in vitro. Para a plotagem
dos pontos, foram utilizados os valores das médias obtidas de triplicatas realizadas para cada
um dos testes.

A determinacdo da sensibilidade fungica aos compostos foi realizada através do
método de superficie, conforme metodologia do item 4.4.1. As médias dos halos foram
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comparadas pelo teste de Tukey a 5 % realizado no programa ASSISTAT 7.7 beta.

4.5. Microscopia éptica

Blocos de BDA, de 1x1 cm, colonizados por sete dias pelo fungo na presenga dos
tratamentos foram diretamente retirados das placas e depositados sobre laminas. Apds
aplicacdo de uma gota de &gua + glicerina (1:1), foram cobertos com laminula. As andlises de
hifas, conididéforos e conidios foram feitas em microscopio Optico com objetiva de 40x.

4.6. Microscopia eletronica de transmisséao

Amostras de M. fructicola desenvolvida nos diferentes tratamentos e 1Csy foram
encaminhadas para a visualizagdo de sua ultraestrutura pela técnica de inclusdo em resina
Spurr e posterior obtencdo de cortes ultrafinos, no Centro de Pesquisa em Sanidade Vegetal
do Instituto Biologico.

Pequenos fragmentos do micélio do fungo foram fixados em solucéo de glutaraldeido
2,5 %, diluido em tampdo fosfato 0,1M pH 7,2, por 12 horas em temperatura de 4 °C. Os
fragmentos foram lavados no mesmo tampao, por 3 vezes, 5 minutos cada passagem e, entao,
pos-fixados em tetréxido de ésmio 1,0 % em agua, por 4 horas em temperatura ambiente na
auséncia de luz. Apds este periodo foram lavados por 6 vezes com agua destilada, 5,0 minutos
cada passagem. Os fragmentos foram, entdo, fixados/contrastados in bloc com acetato de
uranila 4,0 % por 18 horas e, em seguida, desidratados em série cetbnica crescente (50, 70, 90
e 100 %) por 5 minutos, 3 vezes em cada concentracdo, salvo na concentragéo de 100 %, onde
os fragmentos permaneceram por 15 minutos, por 3 vezes.

Apos a desidratacdo, os pequenos fragmentos foram colocados em uma solucdo de
resina Spurr e acetona 100 % (1:1) por cerca de 24 horas sob rotacdo em temperatura de 37
°C para, em seguida, foram colocados em resina Spurr pura, por 4 horas, também sob rotacdo
na mesma temperatura. Posteriormente, os fragmentos foram colocados em molde de silicone
preenchido com resina Spurr pura, a qual foi polimerizada em forno a 68 °C por 72 horas. Os
blocos, contendo o fragmento em estudo, foram seccionados para a obtencdo dos cortes
ultrafinos em ultramicrétomo Leica EM UC7.

Os cortes obtidos foram depositados em telas de cobre, cobertas com filme parlodio
reforcado com carvao, contrastados com acetato de uranila 2,5 % por 30 minutos, lavados
com agua destilada, pos-contrastados com citrato de chumbo por 2,0 minutos e finalmente
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lavados, novamente, com &gua destilada (MARTELLI; RUSSO, 1984). As prepara¢des foram
observadas sob microscépio eletrénico de transmissdo Philips Tecnai - 10, do Laboratério de
Microscopia Eletronica do Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina da Universidade
de Séo Paulo.

4.7. Avaliacao do controle da podriddo parda em flores de pessegueiro

Para cada composto testado e os controles positivo e negativo, foram coletadas 200
flores aleatoriamente considerando as fases de plena floragdo e queda de pétalas (Figura 6 d e
e), conforme descricdo feita por May-De-Mio et al. (2008). As estruturas florais foram
encaminhadas ao laboratério e acondicionados em caixas plasticas, forradas com papel filtro
esterilizado e umedecido em agua estéril, contendo 25 flores cada. Foram aspergidos agua
(controle negativo), captan (controle positivo) e 0s compostos la e 4a. As caixas
permaneceram armazenadas por trés dias a 25+2°C (no escuro), e posteriormente foram
transferidas para a temperatura de 4°C (com luz) por mais trés dias, com o intuito de
promover a esporulacdo do patogeno (LUO et al., 2001). Nao houve inoculagdo artificial do
fungo.

ApOs esse periodo, cada estrutura floral foi avaliada para se detectar presenca de

estruturas do patdgeno, com o auxilio de um microscopio 6tico.

A B Cc

VA Qe ¥ “ b 1.,;

Figura 6 - Fases da floracdo de pessegueiro. A. gema inchada; B. botdo rosado; C. botéo
aberto; D. plena floragdo; E. queda de pétalas; e F. queda de sépalas/inicio de frutificagéo,
(MAY-DE- MIO et al., 2008).
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4.8. Avaliacao do controle da podriddo-parda do péssego em pdés-colheita

Ap0s obtencdo dos resultados preliminares, os melhores compostos foram aplicados
por aspersao e imersdo em frutos recém colhidos no ponto de maturagdo comercial (maduro e
polpa firme) de um lote homogéneo de 40 frutos (20 com ferimento e 20 sem ferimento),
sendo quatro frutos por tratamento (5 bandejas com 4 frutos cada). A desinfestacdo foi
realizada com solucdo de hipoclorito de sddio a 0,015 % por cinco minutos, posteriormente
secos a 2812 °C, com umidade relativa de 90 %. Apo6s a colheita, os frutos apresentaram teor
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de soélidos soluveis de 14,4°Brix, acidez total titulavel de 0,80 % de &cido citrico e pH de
3,41. Os péssegos foram entdo imersos nas solugdes com os tratamentos por cinco minutos e
dispostos em grades para posterior escorrimento do excesso de solucéo.

No lote de péssegos para quantificacdo da severidade e verificagdo do poder curativo
dos compostos, fez-se ferimento inoculando-se suspenséo de esporos (10° esporos.mL™) em
cada fruto. Os frutos ficaram dispostos em cédmara Umida (28°C = 2°C e U.R. 90%) por
dezoito horas e, logo depois, em condigdes ambientais (25+1°C e 80 — 90% UR) por seis dias.
Diariamente foi determinada a severidade e incidéncia, medindo-se os didmetros das lesdes
nos frutos inoculados e contando-se as lesdes que surgiram espontaneamente.

Nos frutos que desenvolveram a lesdo, a area infectada foi avaliada a partir do centro
do ferimento, medindo-se quatro raios em posi¢do ortogonal nas superficies: superior (S),
inferior (1), direita (D) e esquerda (E), utilizando-se o valor médio para o célculo da area.
Como as areas obtidas sdo praticamente circulares, foi utilizada a formula-padréo para célculo
da éarea do circulo (A = m.r?), em que: A = area acometida pela infeccdo, @ = constante
(3,1416) e r = raio médio.

A partir dos valores obtidos determinou-se o indice de doenca (ID), adotando- se notas
de 0 a 5, levando-se em consideracdo a frequéncia e a nitidez da area lesada, conforme os
seguintes critérios:

0 - auséncia de infeccao;

1- infec¢do de area de 0,04cm?;

2- infeccdo de area de 0,041 até 0,60cm?;
3- infeccdo de area de 0,61 até 3,00cm?;
4- infecgdo de area de 3,10 até 6,00cm?; e
5- infeccdo de area superior a 6,00cm?,

Utilizou-se o indice de doenca (ID), descrito por Mc Kinney, citado por Cirulli e
Alexander (1966), possibilitando, assim, uma avaliagéo qualitativa da resisténcia dos tecidos
dos frutos de pessegueiro ao patdégeno (M. fructicola), de acordo com o tratamento utilizado:
ID=(f.v)/n.x.100, onde:

ID = indice de doenca;

f = nimero de frutos em cada categoria de infec¢&o;
v = grau de infecgéo;

n = numero total de frutos inoculados; e

X = grau maximo de infeccéo.

Com os dados de incidéncia e severidade das diferentes avalia¢@es, calculou-se a area
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abaixo da curva de progresso da doenca (AACPD), pelo método de Berger, 1988, utilizando a
formula: X [((y1 + y2)/2)*(t2-t1)], onde:
y = intensidade da doenca; e
t = tempo da avaliacdo da intensidade da doenca.

Os dados foram submetidos a anélise de variancia e as médias comparadas pelo teste
de Tukey, ao nivel de 5,0 % de probabilidade.

4.9. Avaliac0es fisicas e quimicas dos frutos na pds-colheita

As avaliacOes fisicas e quimicas foram realizadas a cada dois dias até a perda de
qualidade; nos tempos 0, 2, 4 e 6 dias ap0s os tratamentos imerso e aspergido e controles
positivo e negativo.

As metodologias utilizadas na avaliacdo da qualidade e da conservagdo pds-colheita
foram obtidas com os seguintes parametros:

» dias de conservacdo: estabelecida em funcdo do nimero de dias em que cada
fruto permaneceu em condigdes aceitaveis (sem enrugamento e podriddo) para
a comercializagéo;

» perda de massa: foi determinada através da diferenca entre a massa inicial e a
massa final da fruta em balanca semi-analitica, com precisdo de 0,01g, sendo
0s resultados expressos em porcentagem (%);

» teor de solidos soluveis: determinado por refratometria, com aparelho ATAGO,
com os resultados expressos em °Brix;

» acidez total titulavel: em porcentagem de acido citrico (g de acido citrico/100g
de tecido fresco), obtida através da titulagdo com NaOH - 0,1N, utilizando-se
10g do material fresco  triturado e diluido em 90
mL de &gua destilada, conforme recomendacdo do Instituto Adolpho Lutz
(1985); e

* pH obtido em potencidmetro, conforme técnicas recomendadas pelo Instituto
Adolpho Lutz (1985).

O ensaio foi conduzido em esquema fatorial 5 x 2, em delineamento inteiramente
casualizado (DIC), utilizando-se quatro frutos por parcela, totalizando-se 120 frutos. Os
resultados foram submetidos aos testes F e Tukey (p=0,05), por meio do programa
ASSISTAT 7.7 beta.
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5. RESULTADOS

5.1. Identificagdo morfoldgica de Monilinia fructicola

O micélio e os conidios do isolado obtidos foram observados em microscopio optico,
onde foram visualizadas hifas hialinas com micélio branco acinzentado, conidios blasticos,
em cadeias ramificadas, de formas elipsoide, ovoide e limoniforme. Estas caracteristicas

foram descritas por Barnett e Hunter (1998) para a espécie.
5.2. Identificagdo molecular de Monilinia fructicola

Os produtos da regido ITS amplificados por PCR, resultaram em bandas de
aproximadamente 534 pb. Similaridades acima de 99 % com sequéncias de M. fructicola

foram observadas, confirmando a identificacdo da espécie.

5.3. Concentracao Inibitéria Minima e Concentragéo Inibitoria de 50%

A tabela 3 fornece os cddigos dos compostos, as concentragcBes e o efeito dos
compostos bioativos utilizados na inibicdo (%), na Concentragdo Minima Inibitéria (CIM) e
na Concentragdo Inibitoria de 50 % (ICso) de M. fructicola em péssegos Chiripa.

Tabela 3 - Compostos e concentragdes (volume 5,0 uL) em cada disco, valores dos halos de
inibicdo, porcentagem de inibigdo, Concentracdo Minima Inibitéria (CIM) e Concentragdo
Inibitdria de 50% (1Cso) de Monilinia fructicola.

DIAMINAS
Composto Concentracdo  Média dos halos (mm) % de inibicdo  CIM (ng.pL™) ICso (ng.nL?)

S1 27,2a 130,8

la (1c) S2 24,7a,b 118,7 22,3 10,70
S3 20,1c 96,5
S1 8,86 42,57

1b (le) S2 0,00 0 - -
S3 0,00 0
S1 21,8b,c 104,7

2a (2c) S2 14,1d 68,0 31,4 9,95
S3 8,49 40,8
S1 10,6d 51,1

2a" (2e) S2 11,0d 53,0 65,4 40,50

S3 0,00 0
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S1 9,53 45,8

3a (7c) S2 19,6¢ 94,1 38,1 26,70
S3 12,4d 59,4
S1 11,7d 56,2

3b (7e) S2 12,0d 57,7 65,4 41,40
S3 0,00 0
S1 27,3a 131

4a (8e) S2 22,3b,c 107 20,81 10,19
S3 20,6¢ 98,9
S1 11,1d 53,4

4a’' (8c) S2 12,0d 57,7 60,3 37,9
S3 0,00 0
S1 8,59 41,3

9a (3e) S2 9,58 46,0 147 82,89
S3 0,00 0
S1 7,18 34,5

9b (4e) S2 0,00 0 - -
S3 0,00 0
S1 8,1 38,92

10a (5e) S2 9,30 447 104 63,08
S3 0,00 0
S1 0,00 0

10b (6e) S2 0,00 0 - -
S3 0,00 0

AMINOALCOOIS

Composto  Concentracdo Média dos halos (mm) % de inibicdo  CIM (ug.uL™?)  1Cs (ng.pL™)

S1 0,00 0
5a (9a) S2 8,76 0 - -
S3 0,00 0
S1 0,00 0
11a (9b) S2 0,00 0 - -
S3 0,00 0
S1 0,00 0
6a (9d) S2 0,00 0 - -
S3 0,00 0
S1 8,00 38,4
8e (14a) S2 0,00 0 - )
S3 0,00 0
S1 0,00 0
8f (14b) S2 0,00 0 - )
S3 0,00 0
Produto Média dos halos mm % de inibicdo  CIM (ug.uL™®)  ICs(ng.nL™)
DMSO Cont. negativo 0,00 - - -
Captan Cont. positivo 20,8c - - -

Valores de halos de inibi¢do superiores a 10 mm (em negrito), foram submetidos a Teste Tukey 5 %, onde letras
iguais, nas colunas, ndo diferiram estatisticamente entre si.
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Na analise de variancia foram considerados apenas 0s promissores, isto €, 0S
compostos que apresentaram halos de inibigdo superiores a 10 mm (em negrito). Como se
pode observar na tabela 3, foram classificadas como promissoras as diaminas 1a e 4a, ambas
nas concentracdes S1, S2 e S3; 2a, 2a", 3b e 4a, todas nas concentragdes S1 e S2; e 3a nas
concentragbes S2 e S3. Nenhum alminoalcool apresentou halo de inibicdo do crescimento
micelial de M. fructicola acima de 10 mm, assim como as diaminas 1b; 9a; 9b; 10a e 10b, nas
trés diferentes concentragoes.

Os halos obtidos no composto 1a, nas concentragfes S1 (27,2 mm) e S2 (24,7 mm),
nédo diferiram estatisticamente entre si (p< 0,05) e foram superiores ao controle positivo (halo
de 20,6 mm), assim como o halo apresentado no composto 4a, na concentracdo S1 (27,3 mm).

Entre os promissores, menores halos foram proporcionados pelos tratamentos 2a
(concentracdo S2, com 14,1 mm), 2a" (concentragdes S1, S2, respectivamente, com 10,6 mm
e 11,0 mm), 3a (concentracdo S3, com 124 mm), 3b (concentracbes S1 e S2,
respectivamente, com 11,7 mm e 12,0 mm) e 4a (concentragdes S1 e S2, respectivamente,
com 11,1 mm e 12,0 mm). Entre eles ndo foi verificada diferenca significativa ao nivel de 5 %
de probabilidade pelo teste Tukey.

Por meio dos resultados da Concentracdo Inibitoria Minima (CIM) e da Concentracdo
Inibitéria Minima de 50 %, fornecidos na tabela 3, se observa que 0os compostos 1a, 2a e 4a
derivados de diaminas apresentaram os melhores resultados para a CIM de 22,27; 31,38 e
20,81 pg.uL™, respectivamente, e também para o 1Cso (1a: 10,70 ug.uL™; 2a: 9,95 ug.uL™'e
4a: 10,19 pg.uL™) e, portanto, foram selecionados para os testes in vivo.

Na figura 7, é possivel observar que apos seis dias de incubacdo, a col6nia de M.
fructicola completa seu crescimento na placa de Petri, permitindo a visualizacdo do halo de
inibicdo dos compostos 1a, 2a e 4a nas trés concentragdes S1, S2 e S3 (Figura 7d, e, f, g, h, i, ]
k, e 1), assim como o controle positivo captan (Figura 7c), diferentemente do controle
negativo (Figuras 7a e b) onde, além da auséncia de halo, foi possivel visualizar o aspecto

esporulante do fungo.
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Figura 7 - Placas de Petri com col6nias de Monilinia fructicola em meio de cultura batata,
dextrose e &gar no sétimo dia de incubacdo a 28°C+2. Halos de inibi¢cdo produzidos pelo
controle negativo (a e b), controle positivo captan (c), compostos/concentracdo 1a/S1(d),
1a/S2 (e) e 1a/S3 (f); 2a/S1 (g), 2a/S2 (h), 2a/S3 (i), 4a/S1 (j), 4a/S2 (k) e 4a/S3 (I).
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5.4. Microscopia optica

A figura 8 fornece a microscopia de luz de M. fructicola frente aos compostos 1a, 2a e

4a nas concentracgdes S1, S2, S3; ao captan e ao DMSO.

Figura 8 - Microfotografias de luz de Monilinia fructicola, apos sete dias de incubacéo, a
28°C+2. Aspecto de micélio e esporos do fungo tratado pelos controle negativo (a e b),
controle positivo captan (c), compostos/concentracdes 1a/S1(d), 1a/S2 (e) e 1a/S3 (f); 2a/S1
(9), 2a/S2 (h), 2a/S3 (i), 4a/S1 (j), 4a/S2 (K) e 4a/S3 (I). Hifas hialinas com crescimento e
desenvolvimento normal e esporulacdo (a e b); Hifas com inicio de engrossamento na
extremidade (c); Hifas modificadas, mostrando estruturas andmalas, com brotamentos e
excesso de pigmentacéo (d, e, f, g, h, j, k e I). Barra 10.000um.

Os compostos la, 2a e 4a derivados de diaminas, em suas trés concentracdes,
provocaram alteragdes morfoldgicas na producdo de miceélio e esporulacdo de M. fructicola,
como hifas distorcidas, dilatadas, curtas, escuras e falta de conidiacdo, como se observa nas
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figuras 8 (d, e, f, g, J, k e I). Essa mudanca foi mais evidente nos compostos diaminas 1a e 4a,
na concentracdo S1, onde 0 excesso de pigmentacdo e alteracdo das hifas foram intensos,
chegando a produzir estruturas arredondadas nas extremidades e ao longo das hifas, similares
a estromas e esclerddios. Comportamento esse muito distante do apresentado nas micrografias
das Figuras 8a e 8b, onde pode-se observar hifas hialinas septadas com estrutura da célula
regular, citoplasma homogéneo e conidios abundantes, claramente visiveis, limoniformes,

produzidos em cadeias longas.

5.5. Microscopia eletrénica de transmissao

A micrografia eletronica de transmisséo dos cortes ultrafinos das células de conidios e
conidiéforos ndo tratados de M. fructicola (controle negativo), sdo apresentados na Figura 9.
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Figura 9 - Micrografia eletronica de transmissdo de seccdo ultrafina de conidios (C) e
conidiéforos (CF) ndo tratados (controle negativo) de Monilinia fructicola, mostrando:

membrana plasmatica (MP); parede celular (PC); granulos eletrondensos (G) e citoplasma
(Cit).

Os conidios e conidioforos de M. fructicola, sem tratamento, apresentaram parede

celular com formato regular, plasmalema e matriz citoplasméatica com ndcleo e mitocondria
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(Figuras 9 e 11a). Além disso, granulos eletrondensos unicos e em formato esférico foram
também observados em algumas células de conidios e conidiéforos.

As células de M. fructicola tratadas com o controle positivo captan e com as diaminas
la, 2a e 4a, nas concentracOes S1 e S2, apresentaram alteracOes ultraestruturais, quando
comparadas as células sem tratamento. Essas alterages foram observadas, sobretudo na
parede celular; na quantidade de vacuolos; na densidade do conteudo celular; e na quantidade
e tamanho dos granulos eletrondensos (Figura 10).
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4aS1 4aS?2
Figura 10 - Micrografia eletrénica de transmissdo de seccdo ultrafina de conidios e
conidioforos de Monilinia fructicola tratados com o fungicida captan (controle positivo) (a e
b) e as concentragcdes (S1 e S2) das diaminas 1a, 2a, e 4a (c, d, e, f, g, h), mostrando:
membrana plasmatica (MP); parede celular (PC), nucleo (N), mitocéndria (Mit), vactolo (V)

e regido com MP dissociada (*).

Outra observagdo nas celulas tratadas com as diaminas, diz respeito a auséncia ou falta
de definicdo de organelas, ao contrario do que foi observado nas células do controle positivo e
negativo. E possivel visualizar com definicdo as mitocondrias, vacuolo e o nucleo (Figuras
10a, 10b e 11a). No entanto, nas células de M. fructicola tratadas com a diamina 4a na
concentracdo S2 foi possivel observar a presenga de mitocdndrias (Figura 11b).

Na Figura 11 pode-se comparar 0s aspectos ultraestruturais da célula ndo tratada com
uma tratada com o composto 4aS2. Observa-se que o controle negativo possuia nlcleo com
forma esférica e citoplasma matricial uniformemente distribuido com a presenca de

mitocondrias e vacuolos; parede celular é uniforme, tanto na sua espessura quanto em seu

aspecto (lisa). O citoplasma era continuo e uniforme (Figura 11a).

Rt 5? ‘

Controle Negativo - DMSO 4aS?2

Figura 11 - Micrografia eletrénica de transmissdo de seccdo ultrafina de conidios e
conidiéforos de Monilinia fructicola ndo tratados (a) e tratados com a diamina 4a na
concentracdo S2 (b), mostrando: membrana plasmatica (MP); parede celular (PC), nucleo (N),
mitocondria (Mit) e vacuolo (V).
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Nas células tratadas, de maneira geral, foi observada maior densidade no seu
conteldo, aparentando estarem mais escuras do que o conteudo das células ndo tratadas. Além
disso, um maior namero de vacuolos foi observado nas células tratadas e, na sua maioria,
esses vacuolos estavam associados a presenca de granulos eletrondensos no seu interior
(Figura 11b).

Em relagdo a parede celular, pode-se observar uma ondulagdo da sua estrutura externa,
tanto na célula tratada com controle positivo (captan) quanto nas tratadas com diaminas
(Figuras 12b, 12c, 12d e 12e), em comparagdo com a ndo tratada (Figura 12a), que sempre
apresentou aparéncia lisa e continua. Esta ondulacdo foi recorrente nas diferentes
concentracOes e, em alguns casos, observou-se a dissociagdo da parede celular (Figura 10d e
109).
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Figura 12 - Micrografia eletrénica de transmissdo de seccdo ultrafina de conidios de
Monilinia fructicola, ndo tratados e tratados, mostrando detalhe da ondulacdo da parede
celular. a-controle negativo; b- captan; c-1aS1; d-2aS1; e-4aS2.

5.6. Avaliacdo do controle da podriddo-parda em flores de pessegueiro

Quando se observa o aspecto das flores de pessegueiro cv. Chiripa, apos trés dias de
incubacdo, é possivel constatar que no controle negativo se evidencia uma maior incidéncia
da podriddo parda, causada por M. fructicola, comparando-se aos demais tratamentos
(controle positivo e compostos 4a e 1a) nas fases de flor aberta e de queda de pétala, como
pode ser observado na Figura 13.
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Figura 13 - Avaliacdo de podridao parda em flores de pessegueiro nos estagios de abertura
flor aberta (a,b,c e d) e queda de pétalas (e, f, g e h). Controle negativo (a e €), positivo (b e f)
e compostos la (c e g) e 4a (d e h). As flores foram armazenadas por trés dias a 25+2°C (no
escuro), e por mais trés dias a 4°C (com luz).

De acordo com a Tabela 4, quanto ao controle da podriddo-parda, o patdgeno

apresentou maior ocorréncia na fase de flor aberta comparado com a fase de queda de pétala.
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O composto 4a apresentou incidéncia similar ao fungicida captan, diferindo,
significativamente, em ambas as fases, do controle negativo (p< 0,05, pelo teste Tukey). O
composto la teve desempenho inferior na fase flor aberta, quando comparado ao composto 4a
e ao fungicida captan. No entanto, na fase de queda de pétala apresentou comportamento que
diferiu apenas do controle negativo.

A andlise estatistica feita para comparar os tratamentos em cada fase de abertura
floral, foi usada para verificar o efeito dos compostos la, 4a, e dos controles positivo e
negativo (Tabela 4) na incidéncia da podridao-parda.

Tabela 4 - Incidéncia (%) de Monilinia fructicola em pessegueiros cv. Chiripa, nas fases flor
aberta e queda de pétalas, apds serem submetidos aos tratamentos por aspersdo com: captan,
compostos 1a e 4a e agua. As flores foram armazenadas por trés dias a 25£2°C (no escuro), e
por mais trés dias a 4°C (com luz).

Tratamentos Incidéncia (%0)

Flor aberta Queda de pétalas
Captan 28,0c 25,00c
Composto 4a 30,5¢ 25,00c
Composto la 45,5b 29,50b
Agua 58,0a 48,00a
CV (%) 9,83 14,12

Médias seguidas pela mesma letra ndo possuem diferenga significativa ao nivel de 5 % de probabilidade pelo
teste Tukey.

5.7. Avaliacao do controle da podriddo-parda do péssego em pds-colheita

5.7.1. Incidéncia
5.7.1.2. Ensaio Composto 4a

A incidéncia e a &rea abaixo da curva de progresso de doenca (AACPD) da podriddo-
parda em péssegos submetidos aos tratamentos, sdo apresentadas, respectivamente, nas
figuras 14 e 15 para 0 composto 4a.

A figura 14 demonstra que a incidéncia da doenca foi de 50 % no quinto dia de
avaliacdo dos frutos quando tratados com composto 4a (aspergido e imerso). Nos controles
positivo e negativo, o surgimento de lesdes da doenga iniciou-se no segundo dia. No terceiro
dia, apresentaram 56,25 % e 75,00 % de incidéncia, respectivamente, para o0 captan imerso e

captan aspergido. Os frutos controle chegaram a 93,75 % no quarto dia de avaliacao.
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Figura 14 - Incidéncia da podriddo-parda (% de frutos doentes) em péssegos cv. Chiripa,
submetidos aos tratamentos com imersdao em captan (T1), composto 4a (T2) e agua (T3) e
aspersdo em captan (T4), composto 4a (T5) e agua (T6). Os frutos permaneceram
armazenados a 25+1°C/80 — 90% UR por seis dias.

Ocorreu diferenca dos valores da AACPD quando se avaliou a incidéncia da podridao-
parda (Figura 15 e Tabela 5) (p< 0,05). Os melhores valores foram apresentados pelo

composto 4a, tanto imerso quanto aspergido, com AACPD de 183,1 e 155,07,
respectivamente (Tabela 5).
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Figura 15 - AACPD - Area abaixo da curva de progresso da doenca/Incidéncia da podrido-
parda em péssegos cv. Chiripa, submetidos aos tratamentos com imersdo em captan (1),
composto 4a (2) e agua (3) e aspersdo em captan (T4), composto 4a (5) e agua (6) e
inoculados com Monilinia fructicola. Os frutos permaneceram armazenados a 25+1°C/80 —
90% UR por seis dias.
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Foram observados sintomas de podriddo-parda em todos os tratamentos. No entanto,
os frutos onde houve aplicagédo do composto 4a imerso e aspergido apresentaram diferencga
significativa (p< 0,05) quando comparados ao captan e ao controle negativo, em relacdo a
incidéncia e a AACPD (Tabela 5).

Tabela 5 - Incidéncia da podriddo-parda (% de frutos doentes) e AACPD (Area abaixo da
curva de progresso da doenca) em péssegos cv. Chiripa, submetidos aos tratamentos com
imersdo em captan (1), composto 4a (2) e agua (3) e aspersdo em captan (4), composto 4a (5)
e agua (6). Os frutos permaneceram armazenados a 25+1°C/80 — 90% UR por seis dias.

Tratamentos Incidéncia (%0) AACPD
Imerséo captan 100,00a 356,25
4a 68,75b 183,10
agua 100,00a 456,25
Aspersao captan 100,00a 368,75
4a 56,25b 155,07
agua 100,00a 337,50
CV (%) 22,04

Médias seguidas pela mesma letra ndo possuem diferenga significativa ao nivel de 5 % de probabilidade pelo
teste Tukey. CV: coeficiente de variacéo.

A Figura 16 ilustra o aspecto dos frutos apés seis dias de tratamento com presenca de
lesGes causadas por M. fructicola.

Figura 16 - Aspecto de péssegos cv. Chiripa, apos seis dias de tratamento. Comparativo entre
fungicida captan aspersdo (a) e imersdo (c) e controle negativo imersao (b) e asperséo (d) e
entre composto 4a asperséo (e) e imersao (g) e controle negativo imersao (f) e asperséo (h).



54

No aspecto dos frutos apos seis dias de avaliacdo é possivel comprovar a eficiéncia do
composto 4a no controle das lesdes espontaneas causadas por M. fructicola. Os frutos tratados
com o fungicida e o grupo controle apresentaram-se tomados pela doenca (Figura 16).

5.7.1.3. Ensaio Composto la

O composto 1a, assim como observado com o composto 4a (Tabela 5) quanto ao efeito
na incidéncia da podriddo parda, proporcionou resultados mais promissores dos que 0S
apresentados pelo fungicida captan, como pode ser observado na Figura 17 e na Tabela 6. No
entanto, no sexto dia de avaliagdo todos os frutos apresentaram lesdes de M. fructicola, como
pode ser observado na Figura 19.
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Figura 17 - Incidéncia da podriddo-parda (% de frutos doentes) em péssegos cv. Chiripa,
submetidos aos tratamentos com imersdo em captan (T1), composto la (T2) e agua (T3); e
aspersdo em captan (T4), composto la (T5) e agua (T6). Os frutos permaneceram
armazenados a 25+£1°C/ 80 — 90% UR por seis dias.
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Figura 18 - AACPD - Area abaixo da curva de progresso da doenca/Incidéncia da podrido-
parda em péssegos cv. Chiripa, submetidos aos tratamentos com imersdo em captan (1),
composto 1a (2) e agua (3); e aspersdo em captan (4), composto 1a (5) e agua (6) e inoculados
com Monilinia fructicola. Os frutos permaneceram armazenados a 25+1°C/80 — 90% UR por
seis dias.

Figura 19 - Aspecto de péssegos cv. Chiripa, apos seis dias de tratamento. Comparativo entre
fungicida captan aspersdo (a) e imers@o (c), controle negativo imersdo (b) e asperséo (d),
composto la asperséo (e) e imersdo (g) e controle negativo imersao (f) e asperséo (h).
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A érea abaixo da curva de progresso da doenca também foi menor na incidéncia da
podriddo parda entre os frutos tratados com o composto 1a e os que foram submetidos ao
fungicida captan e controle negativo (Tabela 6 e Figura 18).

Tabela 6 - Incidéncia da podriddo-parda (% de frutos doentes) e AACPD (Area abaixo da
curva de progresso da doenca) em péssegos cv. Chiripa, submetidos aos tratamentos com
imersdo em captan, composto 1a e agua; e aspersdo em captan, composto la e agua. Os frutos
permaneceram armazenados a 25+1°C/ 80 — 90% UR por seis dias.

Tratamentos Incidéncia (%) AACPD

Imerséo captan 100,00a 387,50

la 81,25b 250,00

agua 100,00a 556,25
Aspersao captan 100,00a 400,00

la 75,00b 237,50

agua 100,00a 387,50
CV (%) 20,20

Médias seguidas pela mesma letra ndo possuem diferenga significativa ao nivel de 5 % de probabilidade pelo
teste Tukey. CV: coeficiente de variagao.

5.7.2. Severidade
5.7.2.1. Ensaio Composto 4a

As figuras 20 e 21 ilustram os resultados obtidos e relacionados a severidade e a area
abaixo da curva de progresso da doencga/Severidade da podriddo-parda nos péssegos cinco

dias apds serem submetidos aos tratamentos.
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Figura 20 - Severidade da podriddo-parda (lesdo em cm) em péssegos cv. Chiripa, submetidos
aos tratamentos: imersdo em captan (T1); composto 4a (T2); agua (T3) e aspersdo em captan
(T4); composto 4a (T5); &gua (T6) e inoculados com Monilinia fructicola. Os frutos
permaneceram armazenados a 25+1°C/80 — 90% UR por cinco dias.
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Figura 21 - AACPD - Area abaixo da curva de progresso da doenca/Severidade da podrido-
parda em péssegos cv. Chiripa, submetidos aos tratamentos com imersdo em captan (1),
composto 4a (2) e agua (3); e aspersdo em captan (4); composto 4a (5) e agua (6), e
inoculados com Monilinia fructicola. Os frutos permaneceram armazenados a 25+1°C/80 —
90% UR por cinco dias.

A severidade da doenca nos frutos de péssego inoculados com M. fructicola e tratados
com o composto 4a no terceiro dia apos a inoculagdo foi de 50,75 % para imersdo e 40,00 %

para aspersao (Figura 20).

Tabela 7 - Severidade da podriddo-parda (% de frutos doentes) em péssegos cv. Chiripa,
submetidos aos tratamentos com imersdo em captan, composto 4a e agua; e aspersao em
captan, composto 4a e agua. Os frutos permaneceram armazenados a 25+1°C/80 — 90% UR,
apos quatro dias.

Tratamentos Severidade (%) AACPD

Imersdo captan 96,92a,b 276,25

4a 88,88b 194,50

agua 100,00a 310,00
Aspersao captan 90,00b 187,25

4a 90,00a,b 182,50

agua 100,00a 300,00
CV (%) 5,562

Médias seguidas pela mesma letra ndo possuem diferenga significativa ao nivel de 5 % de probabilidade pelo
teste Tukey. CV: coeficiente de variacao.

Os frutos sem tratamento apresentaram severidade da doenca alta a partir do segundo
dia de avaliacdo, assim como os que foram imersos no fungicida captan. Pode-se afirmar, que
apesar do composto 4a néo ter controlado a doenca da podriddo-parda, ele atrasou o seu

desenvolvimento em trés dias, assim como o controle positivo quando aspergido. Houve
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diferenca significativa apenas entre os tratamentos com o composto 4a e captan e o controle

negativo tanto aspergido como imerso.

A figura 22 contém a aparéncia dos péssegos apOs serem submetidos aos tratamentos
apos quatro dias de inoculacdo de M. fructicola e tratados com fungicida captan (imersdo) e

composto 4a (imersdo e aspersdo) e imersas e aspergidas com agua.

Figura 22 - Frutos de péssego cv. Chiripd ap6s quatro dias de inoculacdo de Monilinia
fructicola, tratados com fungicida captan imerséo (b) e aspersao (e), composto 4a imerséo (c)
e aspersao (f), e imersas (a) e aspergidas (d) com agua.

Além do avangado desenvolvimento da doenca, € possivel observar também a intensa
esporulagdo de M. fructicola na superficie dos frutos de péssegos com &gua (Figura 22 a e d).
O fungicida captan retardou o desenvolvimento da doenga e as estruturas reprodutivas do
fungo ndo estavam presentes no quarto dia apos a inoculagdo (Figura 22 b e e). Os frutos
tratados com o composto 4a quando aspergido ou imerso ndo apresentavam a doenga (Figura
22cef).

A Figura 23 contém a aparéncia dos péssegos depois de serem submetidos aos
tratamentos apds seis dias de inoculacdo de M. fructicola e tratados com fungicida captan

(imersédo), composto 4a (imersdo e aspersao) e agua imersas e aspergidas.
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Figura 23 - Frutos de péssego Chiripa apos seis dias de inoculagdo de Monilinia fructicola,
tratados com fungicida captan imersdo (b) e asperséo (e), composto 4a imerséo (c) e asperséo
(F), e imersas (a) e aspergidas (d) com agua.

Ap0s seis dias de inoculado, o fungo M. fructicola conseguiu desenvolver-se em todos
os frutos. Os péssegos tratados com o composto 4a apresentaram tipicas lesdes da podrid&o-
parda (Figura 23).

5.7.2.2. Ensaio Composto la

O composto 1a apresentou comportamento inferior ao 4a, em relagéo a severidade da M.
fructicola, e novamente nenhum dos tratamentos foi capaz de inibir o desenvolvimento da
doenca totalmente (Figura 24). Também mostrou-se inferior ao fungicida captan quando
aspergido e superior a este quando imerso.

No quarto dia de avaliacdo os frutos tratados com o composto la aspergidos ja
apresentavam 93,5 % de severidade, valor esse superior ao captan aspergido no mesmo

periodo.
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Figura 24 - Severidade da podriddo-parda (lesdo em cm) em péssegos cv. Chiripa, submetidos
aos tratamentos: imersdo em captan (T1), composto 1la (T2) e 4gua (T3) e aspersdo em captan
(T4), composto 1a (T5) e agua (T6), e inoculados com Monilinia fructicola. Os frutos
permaneceram armazenados a 25+1°C/80 — 90% UR por cinco dias.

Para os frutos inoculados com M. fructicola os tratamentos captan aspergido e composto
l1a aspergido e imerso, apresentaram 0s menores valores de AACPD para severidade, figura
24.
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Figura 25 - AACPD - Area abaixo da curva de progresso da doenca/Severidade da podrido-
parda em péssegos cv. Chiripa, submetidos aos tratamentos com imersdo em captan (1),
composto 1a (2) e agua (3) e aspersdo em captan (4), composto 1a (5) e agua (6), e inoculados
com Monilinia fructicola. Os frutos permaneceram armazenados a 25+1°C/80 — 90% UR por
cinco dias.
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Ao final do quinto dia de avaliagdo, o composto la quando aspergido e imerso
apresentou severidade da doenca com diferenca significativa, considerando p< 0,05, pelo teste
Tukey, apenas quando comparada aos frutos sem tratamento (Tabela 8).

Tabela 8 - Severidade da podriddo-parda (% de frutos doentes) em péssegos cv. Chiripa,
submetidos aos tratamentos com imersdo em captan, composto la e agua; e aspersao em
captan, composto 1a e agua. Os frutos permaneceram armazenados a 25+1°C/ 80 — 90% UR
apos quatro dias.

Tratamentos Severidade (%) AACPD

Imersdo captan 95,00a,b 270,00

la 90,00b 212,50

agua 100,00a 322,50
Aspersdo captan 88,60b 188,75

la 93,60a,b 196,25

agua 100,00a 298,75
CV (%) 457

Médias seguidas pela mesma letra ndo possuem diferenga significativa ao nivel de 5 % de probabilidade pelo
teste Tukey. CV: coeficiente de variagao.

A figura 26 apresenta o aspecto dos péssegos apds quatro dias de inoculacdo, onde
pode-se observar o desenvolvimento da doenga em todos os frutos.

Figura 26 - Frutos de péssego cv. Chiripd ap6s quatro dias de inoculacdo de Monilinia
fructicola, tratados com fungicida captan imerséo (b) e aspersao (e), composto la imerséo (c)
e aspersao (f), e imersas (a) e aspergidas (d) com agua.
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5.8. Avaliac0es fisicas-quimicas dos péssegos em pds-colheita

5.8.1. Perda de Massa Fresca

A Figura 27 fornece a perda de massa fresca de frutos de péssegos cv. Chiripa, sem
ferimento, submetidos aos tratamentos com imersao e aspersdo em captan (controle positivo),

composto 4a e agua (controle negativo).
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Figura 27 - Perda de massa fresca de frutos de péssegos cv. Chiripa, sem ferimento,
submetidos aos tratamentos com imersdo em captan (1), composto 4a (2) e agua (3); e
aspersdo em captan (4), composto 4a (5) e agua (6), apds seis dias de armazenamento.

A Tabela 9 fornece o resultado da andlise estatistica relacionada a comparacéo entre
0s tratamentos captan, composto 4a e agua.

Tabela 9 - Perda de massa fresca de frutos de péssegos cv. Chiripa, sem ferimento,
submetidos aos tratamentos com imersdo em captan, composto 4a e agua; e aspersao em
captan, composto 4a e agua, apos seis dias de armazenamento.

Tratamentos Perda de massa (%0) Desvio padrao
Imerséo captan 33,20a 1,972078
4a 30,14a 4,195914
agua 31,36a 2,316592
Aspersdao  captan 31,03a 1,936827
4a 31,55a 4,836983
agua 30,97a 5,047144
CV (%) 3,57

Médias seguidas pela mesma letra ndo possuem diferenga significativa ao nivel de 5 % de probabilidade pelo
teste Tukey. CV: coeficiente de variagao.
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De acordo com a Figura 27, a maior perda de massa (33,20 %) ocorreu quando foi
aplicado o captan por imersdo, enquanto 0 composto 4a provocou a menor porcentagem de
perda (30,14 %). No entanto, ap6s a comparacao entre as médias na andlise estatistica, ndo
foram verificadas diferencas significativas entre todos os tratamentos ao nivel de 5 % pelo
teste Tukey (Tabela 9).

Com relacédo ao ensaio utilizando o composto 1a, os dados constam na Figura 28 e na
Tabela 10.
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Figura 28 - Perda de massa fresca de frutos de péssegos cv. Chiripa, sem ferimento,
submetidos aos tratamentos com imersdo em captan (1), composto la (2) e agua (3); e
aspersdo em captan (4), composto 1a (5) e 4gua (6), apds seis dias de armazenamento.

A figura 28 demonstra que ocorreu maior perda de massa fresca com a agua por
imerséo (35,57 %), enquanto que a menor perda foi provocada pelo composto 1a por aspersao

(31,94 %).

Tabela 10 - Perda de massa fresca de frutos de péssegos cv. Chiripa, sem ferimento,
submetidos aos tratamentos com imersdo em captan, composto la e agua; e aspersao em
captan, composto la e agua, apo6s seis dias de armazenamento.

Tratamentos Perda de massa (%0) Desvio padrao
Imersdo captan 33,43a,b 1,852788
la 32,80b 1,322734
agua 35,57a 1,257537
Aspersdao  captan 31,94b 0,783215
la 32,27b 1,063657
agua 33,56a,b 0,953555
CV (%) 3,57

Médias seguidas pela mesma letra ndo possuem diferenga significativa ao nivel de 5 % de probabilidade pelo
teste Tukey. CV: coeficiente de variacdo.
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Ap0s a aplicacdo do teste Tukey ao nivel de 5 % de significancia, verificou-se que ndo
houve diferenca significativa entre a agua, tanto em imersdo quanto por aspersdo, e 0 captan
por imersao, isto €, 0s trés tratamentos provocaram a maior perda de massa entre 0s péssegos
guando se analisa considerando o teste estatistico aplicado. Mesma conclusdo pode ser obtida
com relacdo aos tratamentos que provocara menor perdas, pois ndo foi verificada diferencga
significativa entre 0s seguintes tratamentos: captan e composto la, ambos por imersédo ou

aspersao, e agua por aspersao.

5.8.2. Qualidade dos frutos

5.8.2.1 Ensaio com 0 composto 4a

A tabela 11 fornece as analises estatisticas referentes as caracteristicas quimicas quando
se aplicou os tratamentos captan (controle positivo), composto 4a e agua (controle negativo),

tanto em imersdo quanto em aspersao.

Tabela 11 - Caracteristicas quimicas de frutos de péssegos cv. Chiripa, tempo de
armazenamento e diferentes tratamentos, apds serem submetidos aos tratamentos: captan, 4a e
agua, todos por imersdo ou aspersdo. Os frutos permaneceram armazenados a 25+1°C/80 —
90% UR por seis dias.

Parametro Tratamentos, Média Tempo de Armazenamento (dias) *
Gerale CV% 2 4 6
SST (°BRIX) Imersédo captan 12,00b 13,25a 15,25b,c
composto 4a 12,25b 13,52a 14,25¢
agua 14,25a 15,25a 16,50a,b
Aspersdo  captan 12,25b 13,55a 16,50a,b
composto 4a 11,50b 13,82a 16,75a,b
agua 13,00a,b 14,50a 18,00a
Média Geral 12,54 13,98 16,20
CV% 6,84 6,74 4,66
ATT (% de &c. citrico) Imersédo captan 0,65b 0,58b 0,58a,b
composto 4a 0,80a 0,40d 0,41c
agua 0,52c 0,42d 0,41c
Aspersao captan 0,65b 0,65a 0,61a
composto 4a 0,66b 0,54c 0,51b
agua 0,35d 0,31e 0,20d
Média Geral 0,60 0,48 0,45
CV% 4,92 2,89 6,98
Ratio Imersdo captan 18,35¢c 22,67c 26,28c
composto 4a 15,22¢ 33,78a,b 34,15hb,c
agua 27,390 36,09a 40,00b
Aspersao captan 18,95c 18,47c 27,07c

composto 4a 17,60c 25,60b,c 32,51b,c
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agua 31,00a 41,95a 86,51a
Média Geral 22,42 29,70 41,17
CV% 8,77 13,45 9,00
pH Imersédo captan 3,72cd 4,01b,cd 4,03c,d
composto 4a 3,66d 3,72d 4,17c
agua 4,34a 4,56a 4,79
Aspersdo captan 3,93b 4,19b 4,49b
composto 4a 3,97b 4,13b,c 4,28b,c
agua 3,84b,c 3,84cd 3,78d
Média Geral 3,91 4,07 4,25
CV (%) 1,65 3,71 2,72

- Médias seguidas da mesma letra na coluna, ndo diferem entre si pelo teste Tukey em 5 % de probabilidade.
CV: coeficiente de variagéo.

O teor de sdlidos solluveis (SST) entre os tratamentos e nos periodos de
armazenamento variou, sendo que apo6s quatro dias de armazenamento ndo foi verificada
diferenga significativa nos teores entre os tratamentos (p < 0,05). Apds dois dias de
armazenamento, o SST obtido na imersdo com agua diferiu significativamente dos demais (p
< 0,05), exceto com a testemunha aspersdo. No sexto dia, se destacam 0s menores valores
para captan imersédo e para 0 composto 4a imerséo.

Ainda considerando os dados da Tabela 11, os valores da % de acido citrico (ATT) no
segundo dia de armazenamento demonstraram que o maior valor (0,80 %) foi para o
composto 4a imersdo e o menor valor (0,35 %) para o controle imersdo, os quais diferiram
significativamente dos demais ao nivel de 5 % de probabilidade pelo teste Tukey. No quarto
dia de armazenamento, maior valor de ATT para captan aspersédo (0,65 %) e menor valor para
controle aspersdo (0,31 %), mesma tendéncia observada no sexto dia, exceto que ndo houve
diferenca significativa entre captan asperséo e captan imers&o.

Quanto a ratio, no segundo dia de armazenamento, maior valor foi obtido no controle
aspersédo (31,00), com diferenca significativa (p<0,05) dos demais. Os piores foram captan
imersdo (18,35), composto 4a imersdo (15,22), captan aspersdo (18,95) e composto 4a
aspersédo (17,60), os quais néo tiveram diferencas significativas entre si no teste Tukey. No
quarto dia de armazenamento, maiores valores para controle aspersdo (41,95), controle
imersdo (36,09) e composto 4a imersdo (33,78), os quais ndo diferiram significativamente
entre si (p<0,05), e menores para composto 4a aspersdo (25,60), captan imerséo (22,67) e
captan aspersdo (18,47), sem diferencas significativas (p<0,05) entre eles. No sexto dia, &gua
aspersao (86,51) apresentou o maior resultado, se diferindo estatisticamente dos demais
(p<0,05), enquanto os piores, sem diferenca significativa entre si, foram composto 4a imerséo
(34,15), composto 4a aspersao (32,51), captan aspersdo (27,07) e captan imersdo (26,28).
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Também se observou que em todos os tratamentos, houve aumento dos ratios nos periodos de
armazenamento.

Quanto ao pH, ainda de acordo com a Tabela 11, em todos os periodos de
armazenamento, o maior valor que diferiu dos demais (p<0,05) foi obtido com o controle
imerséo (4,34; 4,56 e 4,79, respectivamente, aos dois, quatro e seis dias de armazenamento).
Menores valores de pH no segundo dia de armazenamento foram obtidos com captan imerséo
(3,72) e composto 4a imersdo (3,66), os quais diferiram dos demais ao nivel de 5 % de
probabilidade pelo teste Tukey. No quarto dia, menores valores e sem diferencas
significativas entre si (p<0,05) foram captan imersdo (4,01), controle aspersdo (3,84) e
composto 4a imerséo (3,72). No sexto dia, os menores valores foram Captan imerséao (4,03) e
controle aspersao (3,78), também sem diferenca significativa entre eles (p<0,05).

5.8.2.2. Ensaio com o0 composto la

A tabela 12 fornece as andlises estatisticas referentes as caracteristicas quimicas quando

se aplicou os tratamentos captan, composto 1a e agua, tanto em imersdo quanto em aspersao.

Tabela 12 - Caracteristicas quimicas de frutos de péssegos cv. Chiripa, tempo de
armazenamento e diferentes tratamentos, apds serem submetidos aos tratamentos: captan, la e
agua, todos por imersdo ou aspersdo. Os frutos permaneceram armazenados a 25+1°C/80 —
90% UR por seis dias.

Parametro Tratamentos, Média Tempo de Armazenamento (dias) *
Gerale CV% 2 4 6
SST (°BRIX) Imersdo  captan 11,50b 12,50c 14,50c
composto la 12,50a,b 14,50a,b 15,25b,c
agua 14,50a 15,25a,b 16,75a,b
Aspersdo  captan 12,25b 13,50b,c 16,00a,b,c
composto la 11,75b 13,75b,c 14,50c
agua 13,50a,b 16,25a 18,00a
Média Geral 12,67 14,29 15,83
CV% 7,32 5,53 6,22
ATT (% de &c. citrico)  Imersdo  captan 0,73a,b 0,68a 0,57a
composto la 0,66b 0,58c 0,51a,b,c
agua 0,70a,b 0,57cd 0,45¢
Aspersdo  captan 0,69b 0,65a,b 0,55a,b
composto la 0,76a 0,59b,c 0,49b,c
agua 0,66b 0,51d 0,31d
Média Geral 0,70 0,60 0,48
CV% 4,33 4,58 5,82
Ratio Imersdo  captan 15,86b,c 18,56e 25,34c
composto la 18,92a,b 24,94,b,c 30,07c
agua 20,75a 26,75b 37,43b

Aspersdo  captan 17,84a,b,c 20,86d,e 29,24c
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composto la 15,52¢ 23,26c,d 29,48¢c

agua 20,42a 31,88a 57,67a
Média Geral 18,21 24,37 34,87
CV% 7,68 5,97 8,13
pH Imersdo  captan 3,72b,c 4,12b,cd 4,03c
composto la 3,46d 3,68d 4,06¢c
agua 4,36a 4,68a 4,79
Aspersdo  captan 3,88b 4,03b 4,54b
composto la 3,61cd 3,56b,c 3,84d

agua 3,88b 3,96¢d 3,93c,d
Média Geral 3,81 4,00 4,20
CV (%) 2,53 4,16 1,62

- Médias seguidas da mesma letra na coluna, ndo diferem entre si pelo teste Tukey em 5 % de probabilidade.
CV: coeficiente de variacéo.

De acordo com a Tabela 12, assim como no ensaio com 0 composto 4a, os teores dos
parametros analisados entre 0s tratamentos e nos periodos de armazenamento tiveram
comportamentos diferentes. No entanto, em todos o0s parametros e periodos de
armazenamento foram verificadas diferencas significativas.

Quanto ao teor de soélidos sollveis (SST), se destaca o tratamento agua aspersao ou
imersao, pois foi superior em todos os periodos de armazenamento, enquanto captan, imersdo
ou aspersao, foi inferior. Com relacdo as diferencas ndo significativas (p<0,05) entre 0s
tratamentos que proporcionaram maior SST, sdo exemplos: ap6s dois e quatro dias de
armazenamento, apenas 0 composto la imersdo nao se diferenciou dos tratamentos com agua
com relacdo ao maior SST, e apds 6 dias de armazenamento, os tratamentos com agua nao se
diferiram significativamente do captan aspersdo. Destes resultados, a dgua se destacou no
aumento dos SSTs (13,50; 16,25 e 18,00 °Brix, respectivamente, no segundo, quarto e sexto
dia de armazenamento), independente da forma de aplicacdo, enquanto captan, também
independente da forma, proporcionou menores SSTs (11,50; 12,50 e 14,50 °Brix,
respectivamente, no segundo, quarto e sexto dia de armazenamento).

Quanto aos valores da % de é&cido citrico (ATT), na Tabela 12, se destacam as
seguintes comparacdes: captan imersdo forneceu os maiores valores de ATT em todos o0s
periodos de armazenamento (0,73; 0,68 e 0,57 %, respectivamente, no segundo, quarto e
sexto dia de armazenamento), apesar de que em todos, as diferengas néo foram significativas
entre o captan imersdo e alguns dos tratamentos, como, por exemplo, aos dois dias de
armazenamento, ndo foi verificada diferenca significativa ao nivel de 5 % de probabilidades
entre o captan imersdo, o composto la aspersdo e agua imersdao. Com relagdo aos menores

valores de ATT, a agua aspersdao forneceu os menores valores em todos os dias de
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armazenamento, sendo que no sexto dia, foi o menor valor de ATT (0,31 %) e se diferiu
significativamente dos demais.

Com relagdo ao ratio, a tabela 12 também revela que muitos tratamentos que nao se
diferenciam significativamente entre si. No entanto, maior valor é obtido com &agua, aos
quatro (31,88) e seis dias (57,67) de armazenamento, com diferengas significativas com os
demais. O captan, imersdo ou aspersao, proporcionou os menores valores de ratio em todos 0s
dias de armazenamento. A agua aspersdo também se destaca na variacdo do ratio, pois de
20,42 ap0s dois de armazenamento foi para 57,67 no sexto dia.

Os valores de pH foram os que demonstraram ndo haver diferenca significativa (p<
0,05, pelo teste Tukey) entre um tratamento e 0s outros. A agua por aspersdo, por exemplo,
proporcionou os valores de pH 4,36; 4,68 e 4,79, respectivamente, para dois, quatro e seis
dias, os quais foram os maiores valores e se diferiram significativamente dos demais
tratamentos (p< 0,05, pelo teste Tukey). Quanto aos menores valores de pH, nenhum

tratamento se destacou quando se considera todos os periodos.
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6. DISCUSSAO

A variabilidade de espécies do género Monilinia e as semelhangas anatdbmica e
morfol bgica entre elas é reconhecida por vérios autores (BUCHWALD, 1987, BATRA, 1991,
HOLST-JENSEN, 1992). Honey (1936) agrupou as caracteristicas nas segdes Digunctoriae e
Junctoriae, definidas com base na morfologia da mitospora, na biologia da infeccdo e na
especializagdo do hospedeiro.

Pizzuolo et al. (2006) identificaram 23 isolados de Monilinia de vérias origens,
inicialmente por meio das caracteristicas morfoldgicas, e, posteriormente, confirmaram estes
resultados com protocol os biomolecul ares baseados em andlise aeatoria de DNA polimorfico
amplificado em PCR. Dois isolados identificados inicialmente pelos autores como M.
fructigena, ndo foram confirmados com as técnicas moleculares, sendo ambos da espécie M.
fructicola. Estes fatores foram determinantes no processo de identificagdo dos isolados do
género Monilinia das amostras de péssegos, no presente trabalho, utilizando a principio as
caracteristicas morfolégicas, e posteriormente, para determinacdo da espécie as técnicas
moleculares, como PCR e sequenciamento. A espécie causadora da podriddo-parda nos frutos
e flores de pessegueiro de Mogi das Cruzes- SP, foi identificada como M. fructicola.

O controle da podriddo-parda € complexo, ja que o fungo permanece no fruto
mumificado no campo e, portanto, fornece fonte de indculo constante (LANDGRAF e ZEHR,
1982; HONG et a., 1997). Os fungicidas utilizados no controle do patégeno, em grande
volume, muitos com classe toxicologica | (extremamente toxico), refletem na contaminagao
com residuos que permanecem nos frutos (RIBEIRO, 2001). Outros fatores como a toxicidade
seletiva, a persisténcia no ambiente, o potencial de bioacumulacéo e a mobilidade dificultam a
confianga do consumidor e a exportacdo do fruto (EMBRAPA, 2004). Esta problemética
fortalece a busca por novas substancias para o controle da podrid&o-parda.

Das amostras sintéticas analisadas no presente trabalho, trés (compostos 1a, 2a e 4a)
causaram efeito inibitério no crescimento micelial de M. fructicola. Estas substancias
apresentaram halos de inibi¢&o superiores a 10 mm (Tabela 3 e Figura 7), permitindo calcular
as melhores Concentragfes Minimas Inibitorias (CIM) e a Concentracdo Inibitoria de 50%
diante do crescimento micelial in vitro de M. fructicola.

Na literatura cientifica, os compostos 1a e 4a também foram considerados eficazes no
controle de Mycobacterium tuberculosis, agente causador da tuberculose em humanos, com
resultados de CIM de 84 nM para o composto lae 16,6 nM parad4a (OLMO et a., 2009).
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Castro et a. (2013), estudando 0s mesmos compostos em microrganismos causadores
de dermatoses, encontraram os seguintes valores de CIM,y, para o composto 2a: Candida
parapsilosis (4,0 pg.ml™), C. krusei (2,4 pg.ml™), C. lusitaniae (3,2 pg.ml™), Trichophyton
mentagrophytes (6,4 ug.ml™) e T. rubrum (4,0 pg.mi™).

Estas diaminas também demonstraram eficacia contra nematoides e protozoarios.
Legarda-Ceballos et a. (2016), estudando doencas causadas por parasitas como Strongyloides
venezuelensis, encontraram eficicia das diaminas in vitro e in vivo no controle do referido
nematoide. Os mesmos autores, em 2015, observaram efeitos semelhantes no controle do
protozodrio Trypanosoma cruzi, com valores entre 10,8 e 19,2 uM de IC,,. Foi verificada
eficiéncia dos compostos 1a e 2a em estudos de controle de Trypanosoma brucel (OLMO et
al., 2012).

Pesquisas demonstraram que aminas obtidas de vegetais possuem capacidade
antifangica. Cunico et a. (2006) identificaram zonas de inibicdo de crescimento de
Saccharomyces aureus e S epidermidis, quando utilizaram aminas extraidas de raizes de
Ottonia martiana.

Para melhor entendimento do modo de ac&o das aminas avaliadas na formagdo dos
halos de inibicdo, as células tratadas com os compostos foram observadas em microscopia, ja
que possivelmente interferem na biossintese da parede celular e podem ocasionar ateracfes
nas caracteristicas morfoldgicas. As mudangas podem sugerir o possivel avo ou estratégia
dos inibidores. No presente trabalho, foram observadas alteragcdes micromorfoldgicas em M.
fructicola quando exposto aos compostos de maior atividade antifingica (1a, 2a e 4a) nas
concentragOes S1, S2 e S3 (Tabela 2). Os resultados podem ser conferidos nas Figuras 7: d, e,
f, g, h,j, kel sob o microscopio de luz.

O exame microscopico das células ndo tratadas de M. fructicola mostrou a estrutura da
célula regular com citoplasma homogéneo e conidios claramente visiveis, limoniformes,
produzidos em cadeias com 15 a 25 por 8 a 14 um (Figura8:a e b). O micdlio cinza cultivado
em meo, adicionando-se os compostos (Figura 7), apresentou algumas alteracOes
morfol 6gicas como desenvolvimento distorcido das hifas escuras, curtas largas e deformadas,
apresentando dilatagbes ao longo de sua estrutura, bem como a formagdo de possivels
estromas e ou esclerédios (Figura 8: d, e, f, g, h, j, k e ). Foram observadas modificacfes
como perda de citoplasma da hifa fungica, falta de esporulacéo, reducdo da cabeca conidial,
menor ou auséncia total de conidiacdo e conidioforos totalmente distorcidos, aém de hifas
bifurcadas.
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Carmo (2008) e Sharma e Tripatti (2006) também encontraram alteracoes
morfolégicas em espécies do género Aspergillus, quando em contato com diferentes
concentracbes dos Oleos essenciais de Citrus sinensis, Caryophyllus aromaticus,
Cinnamomum zeylanicum e Origanum vulgare. Observaram falta de esporulagéo; auséncia de
conidiacdo e conidioforos distorcidos, dentre outras caracteristicas.

Dantas (2013), avaliando a atividade antifungica de timol sobre cepas do género
Penicillium, observou também ateracbes morfoldgicas, como, por exemplo, reducdo de
conidiacdo e estruturas de reproducdo rudimentares, além do aparecimento de estruturas
semelhantes aos esclerddios, caracterizados pela resisténcia e pela formagdo apenas em
condigOes adversas.

As modificagBes estruturais de fungos podem ter relagcdo direta as reagdes de sintese
da parede celular, as quais, em contato com as substancias tidas como antifungicas, tem o
crescimento e a morfogénese alterados. Também se discute que além dessa interferéncia na
parede celular, a morte celular pode ocorrer devido a retragdo do citoplasma nas hifas
(RASOOLI e ABYANEH, 2004; CARMO ¢t al., 2008).

O entendimento da morfologia fungica, sobretudo em patdgenos de plantas, é
determinante na penetragdo dos tecidos do hospedeiro. Apesar dos conidios iniciarem o
processo infeccioso, as hifas sdo mais especializadas no processo de invasdo (ROMAN et. al,
2007). A incapacidade de formar hifas pode tornar o fungo avirulento (LO et a., 1997). Como
0 composto diamina 4a comprometeu o crescimento, viabilidade e viruléncia do fungo, pode-
se afirmar gque os resultados encontrados na presente pesquisa sdo determinantes para o
fornecimento de alternativas para o controle da podridao-parda

A microscopia eletrbnica de transmissdo forneceu evidéncias para uma possivel
interacdo das células de M. fructicola com os compostos diaminas, tendo em vista que foram
observadas modificacbes da parede celular e organelas; podendo, inclusive, nortear o
provavel mecanismo de acdo na inibicdo da reproducéo e desenvolvimento do fungo.

Parvu e Parvu (2014) realizaram um estudo morfolégico e ultraestrutural em fungos da
familia Sclerotiniaceae. Em sua pesquisa, 0s autores relatam que nas espécies M. fructigena e
M. laxa, as células dos conidios e dos conidioforos apresentaram parede celular regular com
duas camadas (interna espessa e a externa fina e eletrondensa), membrana plasmatica,
citoplasma, mitocondrias, vactolos, e nucleo uniformemente distribuido e esférico. Esta
descricdo esta compativel com a apresentada para as células de M. fructicola sem tratamento,
no presente estudo (Figura 9).
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Outro aspecto observado no controle negativo foram as maiores definicéo e nitidez das
estruturas e dos contetdos celulares, diferente do que ocorreu nas células tratadas, o que pode
ser explicado pela composi¢do quimica dos compostos diaminas. Estes podem ter uma
afinidade com os contrastantes (citrato de chumbo e acetato de uranila) empregados durante o
preparo das amostras e da emblocagem. Este fato poderia explicar a auséncia, ou a dificuldade
de visualizagdo, das estruturas celulares, como, por exemplo, mitocondrias, ndcleo e outras
organelas (Figura 10: c, d, e, f e Q).

Com relagdo a M. fructicola, ndo foram encontrados estudos que relatam o efeito de
compostos diaminas em células ou de seus mecanismos de a¢do na inibi¢do do crescimento do
fungo.

Nogueira et al. (2010) observaram alteragdes ultraestruturais em células de Aspergillus
flavus quando tratadas com 6leo essencial de Ageratum conyzoides. Entre as alteragdes, 0s
autores relataram uma dissocia¢do da camada fibrilar que envolve a parede celular do fungo.
No presente estudo, as células de M. fructicola tratadas também apresentaram efeito sobre a
parede celular, porém, foi somente sobre o aspecto da parede que de liso e continuo passou
para ondulado (Figura 12) e, algumas vezes, para descontinuo (Figura 10: d e g).

Nogueira et al. (2010) também descrevem a ocorréncia de granulos eletrondensos nos
vaclolos das células tratadas de A. flavus. Porém, o comportamento destes granulos foi
distinto diante do efeito dos tratamentos para os quais foram submetidos. A presenga das
diaminas elevou o numero de vactolos e de granulos (Figura 10g) nas células de M.
fructicola, enquanto que as células de A. flavus passaram a apresentar desagregacdo dos
gréanulos.

Liu et al. (2017), utilizando diferentes doses de ¢leo extraido de Eupatorium
adenophorum, relataram alteracdes em células de Pythium myriotylum. Os autores concluiram
que quanto maior a concentracdo o 6leo (80 puL.mL™), mais danoso era o efeito no citoplasma
do patégeno, ndo sendo observadas presengas de mitocondrias, membranas plasmaticas,
nacleo e vacuolos. O mesmo ocorreu no trabalho de Duan et al. (2016), quando utilizaram
extrato de fumo em celulas de Valsa mali. As celulas apresentaram distor¢do celular,
desordem e espessamento da membrana plasmatica. De maneira geral, 0 mesmo pode-se
afirmar para o presente estudo, ja que o efeito das diaminas nas estruturas foi diretamente
relacionado a concentragcdo empregada.

A natureza lipidica dos compostos diaminas pode ter facilitado a sua entrada na célula
fangica. Esta possivel afinidade pode ter promovido a interacdo com a parede celular e a

membrana plasmatica e, em seguida, 0s compostos podem ter atravessado as estruturas
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membranosas citoplasmaticas das organelas, o que acarretaria em alteracbes morfoldgicas
deletérias irreversiveis.

Zacchino (2001) descreveu inimeras atividades na interacdo direta de farmacos com
agentes fangicos, como, por exemplo, inibicdo da formacao e da biossintese do ergosterol da
membrana fungica; inibicdo da sintese de RNA e DNA e de parede celular, e,
consequentemente, interferéncia na formagéo das hifas.

A auséncia do ergosterol e o acimulo de seus precursores afetam a estrutura da
membrana plasmatica e a absor¢do de varios nutrientes, tornando o fungo vulneravel aos
danos (GUPTA et al., 1994; GUPTA et al.,1997). O ergosterol tem como objetivo primério
modular a fluidez da membrana e evitar suas alteragcbes por flutuagGes nas condigdes
ambientais, além de regular o crescimento e a proliferacdo celular (PARKS et al, 1992;
GEORGOPAPADAKOQU, 1998).

O grupo quimico das alilaminas contém conhecidos antifungicos que interferem na
biossintese do ergosterol ao inibir a enzima esqualeno-epoxidase, responsavel em converter
esqualeno a 2,3-oxidoesqualeno (precursor do ergosterol). Neste processo, niveis toxicos de
esqualeno sdo acumulados no interior da célula fungica e com a diminuigdo do ergosterol, a
parede € entdo enfraquecida (NOVERR, 2002). A ondulagdo observada nas paredes dos
conidios de células tratadas com os compostos diaminas (Figuras 12c, 12d e 12e), pode ser
um provavel efeito de enfraquecimento.

O exame por luz e microscopia eletronica de transmisséo revelou que os compostos
diaminas causaram inchaco, ruptura da parede celular e degradacdo das organelas
citoplasmaticas. Estes resultados sugerem que os sistemas de parede celular de M. fructicola
foram severamente danificados. Desta forma, oferecem potencia significativo para uso como
fungicida. No entanto, ensaios de campo S80 necessarios.

O primeiro efeito danoso de M. fructicola ocorre na fase de floragdo do pessegueiro.
Além de causar a queima das pétalas e das estruturas florais (Figura 13), também contribui
para a manifestagdo da doenca na colheita e na pds-colheita, pois serve como fonte de in6culo
ao permanecer latente no interior dos frutos (BY RDE e WILLETS, 1977).

Negri et a. (2011) correlacionaram a queima das flores com a podriddo-parda em
péssegos cv. Granada. Confirmaram que ha uma relacéo direta entre a incidéncia da doenca
na flor e na pos-colheita. Os autores apresentaram valores que variaram de 22 a 72 % de
incidéncia da doenca nas flores sem tratamentos, semelhante a0 que ocorreu no presente
trabalho, onde 58% das flores abertas e 48 % na fase de queda de pétalas, mostraram-se

infectadas por M. fructicola (Tabela 4). No mesmo trabalho, os autores verificaram que
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guando as flores foram tratadas com calda sulfocélcica, iodo, Trichothecium roseum e
associacOes destes com fosfito, CaB e K, houve reducéo da doenca em 25 % e 11 %,
respectivamente, nas cultivares Granada e Chimarrita. Na presente pesguisa, 0S compostos 4a
e la provocaram reducéo da incidéncia da podridao-parda, respectivamente, de 30,5 e 45,5 %
na fase de flor aberta. Na fase de queda de pétalas o composto 4a foi similar, pois apresentou
também 25 % de incidéncia da doenca enquanto que para o composto la foi de 29,50 %,
(Tabela ).

Os valores de incidéncia da queima das flores quando tratadas com captan (28 %
quando flor aberta e 25 % na queda de pétalas) corroboram com os resultados obtidos por
May-De Mio et a. (2008). Estes autores compararam dois sistemas de producdo de péssegos,
onde no cultivo convencional, o captan era um dos fungicidas aplicados e apresentou, em
média, incidéncia da doenca de 22,8 % e de 30,1 % na fase de flor aberta, em dois anos
COoNnsecutivos.

O efeito do composto 4a sobre a incidéncia da podridao-parda nas flores de péssego
cv. Chirip4d foi representativamente menor que a testemunha. No entanto foi ainda
considerada alta, principalmente quando se considera as infecgdes latentes dos frutos na pos-
colheita.

A incidéncia e a severidade da doenca da podridéo-parda nos frutos foram
significativamente diferentes entre os tratamentos e os métodos de aplicacdo. A incidéncia
média no primeiro dia de avaliagdo para os frutos sem tratamentos foi de 62,5 % e 25,0 %
para imersdo e aspersao, respectivamente, no ensaio com o0 composto 4a (Figura 14). No
segundo dia de avaliagdo, os melhores resultados foram observados nos tratamentos com o
composto 4a: 14,45 % aspergido e 18,75 % imerso. O fungicida chegou a apresentar 50 % dos
frutos com pelo menos uma lesdo de podriddo-parda. O levantamento foi realizado até o sexto
dia apos a aplicacdo dos produtos, finalizado com 56,25 % (aspersdo) e 68,65 % (imersdo) de
incidéncia da doenca para 0 composto 4a, nos dois métodos de aplicagdo, enquanto que o
fungicida apresentava 100 % no quinto dia de avaliagcdo (Tabela 5). O composto 1la também
atrasou o surgimento da doenca, no entanto ndo foi t&o eficiente quanto o composto 4a.

Nos frutos onde houve ainoculacdo de M. fructicola, a severidade foi determinada até
0 quinto dia, quando todos os tratamentos apresentaram 100 % do indice da doenca. No
comparativo entre fungicida e composto 4a, pode-se observar o atraso do desenvolvimento do
fungo nos frutos até o quarto dia de avaliagdo quando o0 composto 4a apresentou 50,75 % para
imersdo e 40 % para aspersao. O fungicida apresentou nesta data, 80 e 42,25 % paraimerséo e

aspersdo, respectivamente. O composto la aspergido ja apresentava, no quarto dia de



75

avaliacdo, severidade de 80 % para ambos os métodos de aplicacdo, chegando ao final do
experimento com 90,00 % (imersio) e 93,60 % (aspersdo) (Figura 24 e Tabela 8).

A diferenca entre as técnicas de aplicacdo dos tratamentos aspersdo e imersao
interferiu no progresso da doenca. Este comportamento pode ser explicado pelo maior
manuseio dos frutos durante o processo. A imersédo dos frutos, apesar de cuidadosa, pode ter
promovido ferimentos na epiderme delicada do péssego. Chitarra e Chitarra (2005)
comentaram sobre a importadncia do manuseio minimo de frutas e hortalicas, jA que a
epiderme pode ser lesionada por meio de batidas, cortes, e movimentagcdo brusca. Estas
lesbes, além de acelerar o seu envelhecimento, permite o desenvolvimento de
microrganismos. A umidade do processo também pode ter influenciado um maior
desenvolvimento da podridao-parda, pois, de acordo com Cenci (2006), ocorre uma
consideravel reducdo na vida util pés-colheita de frutos, quando sdo umedecidos.

M. fructicola foi capaz de infectar os péssegos, independentemente do tratamento
(Figuras 16 e 19). A taxa de desenvolvimento da lesdo, representada pela inclinagédo do
modelo linear ajustado ao diametro da les&o, foi mais lenta nos tratamentos curativos do que
nos tratamentos erradicantes. Resultados semelhantes foram observados quando benzaldeido,
benzoato de etilo e salicilato de metilo, foram testados contra M. fructicola e Botrytis cinerea,
embora estes compostos fossem mantidos em recipientes fechados durante um periodo de
duas semanas (WILSON, 1987). Por outro lado, uma dose similar de hexanal utilizada contra
uma cepa europeia de M. laxa (57,2 pL.L™) inibiu apenas 50 % de seu crescimento micelial
(NERI et al., 2007).

A érea abaixo da curva de progresso da doenga (AACPD) para a incidéncia e
severidade da podriddo parda foi condizente com o aparecimento e evolucdo das lesdes, ja
que foi possivel integrar toda a curva do progresso levando-se em consideragdo o inicio da
epidemia e a alta severidade da doenca ao longo do tempo.

Fontana et al. (2017) utilizaram extratos vegetais (cravo, canela e boldo) no controle
da podriddo parda em péssegos cv Chimarrita e Precocinho e obtiveram valores de AAPCD
melhores que o controle, no entanto ndo foram suficientes para reduzir a severidade da
doenca.

Em estudo com diversos tipos de controle, Pansera-Espindola (2017) conseguiu
reduzir significativamente o AACPD da podriddo-parda em péssegos cv. Chimarrita do
controle (147,3 de severidade e 324,2 de incidéncia), para 33,8 de severidade e 186,4 de
incidéncia, quando tratados com Bacillus subtilis.
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O composto 4a ndo suprimiu completamente o desenvolvimento da podridao-parda de
péssego, mas teve atividade antifingica, reduzindo o crescimento do tamanho da lesdo (p
<0,05).

Aminas conjugadas tém sido descritas como fitoalexinas e, de acordo com Sen et al.
(1994), quando em conjunto com 4&cidos fendlicos, fortalecem a parede celular de alguns
cereais. As interacdes fisiologicas das aminas sugerem uma agdo desses compostos no
mecanismo de defesa das plantas contra patdgenos (WALTERS, 2003).

A diamina putrescina e as poliaminas espermidina e espermina, por exemplo, ativam a
sintese de &cidos nucleicos e, portanto, atuam no crescimento e no desenvolvimento das
plantas e também interagem com patogenos flngicos e virais. Quando conjugadas com
compostos fenolicos, atuam nas respostas de defesa da planta. Outros trabalhos afirmam um
papel para a poliamina espermina livre na resposta de hipersensibilidade da cevada ao mildio
pulverulento e no tabaco a TMV (MARINI et al. 2001; GARDINER et al., 2010). As
poliaminas estdo envolvidas em varios processos fisioldgicos e respostas ao estresse
ambiental, incluindo infec¢BGes por patdgenos. Estudos demonstraram que tanto elas quanto
seus produtos catabdlicos, como o H,O, produzido por diaminas oxidases e poliaminas
oxidases, estdo intimamente envolvidos na ativagédo dos mecanismos de defesa do hospedeiro
(TAKAHASHI, 2016).

As plantas desenvolveram mecanismos de defesa para lidar com uma grande variedade
de patégenos. A reagdo de defesa envolvendo a morte celular localizada, conhecida como
resposta de hipersensibilidade, ¢ importante para limitar a disseminacdo de patdgenos. A
ativacdo da resposta de defesa é iniciada pelo reconhecimento mediado pelo receptor
hospedeiro de padrdes moleculares, associados aos patdgenos ou pelo reconhecimento de
fatores de aviruléncia especificos de racas de patdgenos por uma proteina de resisténcia
correspondente na planta (DANGL e JONES, 2001, CHISHOLM et al., 2006). Pesquisadores
demonstraram que as enzimas metabolicas das poliaminas sdo ativadas e se acumulam
durante a resisténcia a doenca, inclusive durante a reacdo de hipersensibilidade (WALTERS,
2000; 2003). Cowley e Walters (2002), ao infectarem folhas de cevada, observaram aumento
de poliaminas conjugadas e de enzimas metabdlicas da reacdo de hipersensibilidade.

Houve perdas significativas de massa fresca a medida que se aumentou o periodo de
armazenamento dos frutos, de maneira progressiva em todos os tratamentos, em ambos 0s
ensaios, 4a e la. 1sso ocorreu devido a eliminagdo da agua por transpiracdo. Todos os frutos
tratados e o controle ndo apresentaram diferengas significativas entre si (p< 0,05), uma vez
gue os tratamentos sofreram perda de massa, apds seis dias armazenados (25+-1C/80 a 90 %
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UR), na faixa de 31 %, para 0 composto 4a e 32 % para o composto 1a (Figuras 26 e 27). O
mesmo comportamento foi observado por Cunha Junior et al. (2010), quando armazenaram
péssegos a 12 °C por 35 dias, e observara perda de até 34,63 %.

A perda de massa é uma variavel importante, pois esta diretamente associada com a
qualidade dos frutos, devido ao enrugamento e a aparéncia ndo atrativa. Segundo Ben-
Yehoshua (1987), um dos principais problemas durante o armazenamento de frutas e de
hortalicas € a perda de massa, a qual tem sido atribuida a transpiracdo e a respiragdo. Os
resultados obtidos devem-se ao fato dos frutos terem sido armazenados em condicgdes
ambientais, o que favorece trocas causadas pelo metabolismo do fruto e consequentemente
perda de massa.

Diante dos resultados obtidos, ndo ha influéncia dos compostos 4a e 1a; do fungicida
Captan e dos métodos de aplicacdo imersdo e aspersdo na perda de massa nos frutos de
péssegos armazenados em temperatura ambiente.

No decorrer do trabalho, os frutos foram avaliados a cada dois dias quanto ao teor de
Sélidos Sollveis Totais (SST), Acidez Total Titulavel (ATT) e pH (Tabelas 11 e 12),
parametros que também podem indicar o ponto de maturidade do fruto, pois existe uma
relacdo entre eles e o estadio de maturacdo (FAGUNDES e YAMANISHI, 2001).

Todos os frutos amadureceram durante o experimento. Apresentaram acrescimos
significativos no teor de sélidos solUveis em todos os tratamentos, porém ndo houve diferenca
significativa (p< 0,05), entre os valores finais. Pode-se entdo notar que em relacdo ao teor de
solidos sollveis, os tratamentos ndo diferem do controle, o que demonstra que os produtos
n&o interferem no processo de adogamento do fruto.

Os solidos soluveis indicam a quantidade de sélidos como agUcares, vitaminas, &cidos,
aminoécidos e algumas pectinas que se encontram dissolvidas no suco ou na polpa. E
expresso em graus Brix e tém a tendéncia de aumentar com 0 avango da maturacdo
(CHITARRA e CHITARRA, 2005). O teor de solidos solaveis ndo foi influenciado pelos

tratamentos aplicados, assim como como a acidez total titulavel e o ratio.
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7. CONCLUSOES

A espécie fungica causadora da doenca podridao-parda do pessegueiro em Mogi das
Cruzes - SPfoi identificada como Monilinia fructicola;

Os compostos 1a, 2a e 4a derivados de diaminas apresentaram os melhores resultados
para a CIM e também para o IC,, e provocaram ateragbes morfologicas e
ultraestruturais de M. fructicola;

A incidéncia da podriddo-parda nas flores de pessegueiro cv. Chiripa foi reduzida
guando tratadas com o composto 4a. O composto 1ando reduziu aincidéncia;

A incidéncia e a severidade da podridao-parda foram inferiores nos frutos quando
tratados com composto 4a (aspergido e imerso);

Os compostos l1a e 4a ndo alteraram a qualidade pds-colheita da fruta quanto a perda

de massa, acidez total titulavel, sdlidos solUveis totais e potencial hidrogeniénico.
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