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RESUMO

SILVA, Christiana de Fatima Bruce da, D.Sc., Universidade Federal de Vicosa, abril de
2010. Desenvolvimento de métodos de deteccdo precoce de infeccBes quiescentes de
Colletotrichum spp. em mamadao. Orientador: Eduardo Seiti Gomide Mizubuti. Co-
orientadores: Luiz Antonio Maffia e Sami Jorge Michereff

Objetivou-se avaliar métodos, idade de maturacdo, efeito da temperatura, distribuicao e
tamanho de amostras para deteccdo de infecgdes quiescentes de Colletotrichum spp.
(Glomerella cingulata) em frutos de mamao. Inicialmente, avaliaram-se diferentes métodos
de deteccdo de infecgdo quiescente em frutos imaturos: hipoclorito de sddio (1,5% de cloro
ativo), paraquat (6 ml/L i.a.), etanol (70%) e ethrel (1,2 ml/L i.a.). Em relacdo ao método
padrao, frutos no ponto de colheita, o Paraquat e Ethrel foram semelhantes ou
superestimaram a probabilidade de detectar a mancha chocolate ¢ a podridao peduncular.
Para a antracnose, apenas Ethrel foi semelhante ao ponto de colheita. Analisou-se o efeito da
idade de frutos imaturos, 3, 4, 5 e 6 semanas antes do ponto de colheita e frutos no ponto de
colheita sobre a eficiéncia dos métodos de deteccdo baseados em Paraquat e Ethrel.
Avaliaram-se a mancha chocolate e a podriddo penducular. Nao houve ocorréncia de
antracnose nas areas avaliadas. Para mancha chocolate, frutos com 3 semanas nao diferiram
dos frutos no ponto de colheita. Detectou-se a podridao peduncular em frutos de todas as
idades e ndo houve diferenca em relacdo aos frutos no ponto de colheita. Apos a sele¢do dos
melhores métodos e idade, avaliou-se a influéncia da temperatura na detec¢ao das infecgdes
pelo método do Ethrel. Frutos imaturos e no ponto de colheita foram mantidos a 22, 25, 28,
31 e 34°C, por 8 dias. As temperaturas influenciaram a eficiéncia do método. Em virtude dos
resultados, recomenda-se o uso de Ethrel, mantendo-se os frutos de 25 a 31°C, por 8 dias.
Estudou-se a distribuicdo espacial das doengas nas épocas chuvosa e seca, com base em
indices de dispersdo. Posteriormente, ajustaram-se as distribuigdes Poisson, Binomial
negativa ¢ Beta-binomial pelo método da méxima verossimilhanga. Calculou-se o tamanho
da amostra com base na probabilidade de deteccdo. A mancha chocolate e a antracnose
tiveram arranjo agregado. A agregacdo foi maior para a antracnose. Em geral, a incidéncia da
mancha chocolate foi maior do que da antracnose. Os tamanhos de amostras calculados para
operagdes na época seca foram maiores do que os da época chuvosa. O método baseado em
Ethrel foi o mais adequado para detectar infec¢des quiescentes de Colletotrichum spp.
Infecgdes quiescentes podem ser detectadas em frutos com 3 semanas antes da colheita e a

faixa de temperatura mais favoravel a detec¢do foi de 25 a 31°C. No entanto, ndo ¢é

Vi



recomendavel utilizar um unico tamanho de amostra para detec¢do de infecgdes quiescentes,

pois houve variacdo conforme a época do ano e a doenga.
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ABSTRACT

SILVA, Christiana de Fatima Bruce da, D.Sc., Universidade Federal de Vigosa, April, 2010.
Development of early detections methods of quiescent infections of Colletotrichum spp.
on papaya fruits. Adviser: Eduardo Seiti Gomide Mizubuti. Co-Advisers: Luiz Antonio
Maffia and Sami Jorge Michereft.

The objetives of this study were to evaluate the methods, maturation age, temperature
effect, distribution and sample size to detect quiescent infection of Colletotrichum spp.
(Glomerella cingulata) on papaya fruits. At first, different methods to detect quiescent
infections on immature fruits were assessed: sodium hipoclorite (1,5%), paraquat (6 ml/L
a.i.), ethanol (70%) and ethrel (1,2 ml/L a.i.). Compared to the standard method (mature fruits
at harvest stage), the Paraquat and Ethrel methods were similar to or superestimated the
probability of detection of chocolate spot and stem-end rot in papaya fruits. For anthracnose,
only the Ethrel method resulted in similar disease incidence values as observed with the
standard method. The effects of fruit maturation stage (age), 3, 4, 5, or 6 weeks before the
harvest maturation stage and fruits at the harvest stage were assessed on the efficacy of the
Paraquat and Ethrel methods. Only chocolate spot and stem-end rot were evaluated because
anthracnose infection was not detected in the assessed areas. The incidence of chocolate spot
in imature fruits harvested 3 weeks before full maturation stage did not differ from that of
fruits harvested at the mature stage. Stem-end rot was detected in fruits of all ages at similar
intensity as those recorded in fully mature fruits. After selecting suitable methods and fruit
age, the Ethrel method was used to assess the effects of temperature on the detection. Imature
and mature fruits were incubated at 22, 25, 28, 31, and 34°C, for 8 days. Temperature
influenced the efficiency of the method. The use of Ethrel in fruits kept at 25 to 31 °C, for 8
days was the best detection procedure. Based on dispersion indices, spatial distribution of the
diseases was studied in the rainy and dry seasons. The Poisson, Negative binomial and Beta-
binomial distribution were fit to the data by the maximum likelihood method. The sample
size was calculated based on the coefficient of variation and probability of detection. The
spatial pattern of both chocolate spot and anthracnose was aggregated. The aggregation was
higher for anthracnose. Sample sizes for studies conducted during the dry season were greater
than those estimated for the rainy season. In summary, Ethrel was the best detection method
of Colletotrichum spp. quiescent infections in papaya fruits. Quiescent infection can be
detected in imature fruits 3 weeks before harvest and the temperatures from 25 to 31°C are

more suitable for detection. Sample size varies with the disease and growing season.
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INTRODUCAO GERAL

O mamoeiro (Carica papaya L.) é amplamente cultivado entre os tropicos de Cancer
e Capricornio, principalmente na [ndia, Brasil, México, Nigéria, Indonésia, Colombia e China
(Alves, 2003). O Brasil ¢ o segundo maior produtor de mamao, com 1.900.000 t (FAOSTAT,
2010), e a producao concentra-se na Bahia (902.525t), Espirito Santo (630.124t), Rio Grande
do Norte (106.064t), Ceara (99.522t) e Paraiba (28.906t) (IBGE, 2010).

O mamao, como outras frutas tropicais, geralmente ¢ produzido em locais distantes
dos grandes mercados, o que demanda um tempo entre a colheita e o consumo, denominado
“p0os-colheita® (Muniz et al., 2003). O periodo pds-colheita do mamao € curto, pois o fruto
completa o amadurecimento em poucos dias ou semanas (Balbino, 2003). Nessa fase, ¢ alta a
possibilidade de perdas devido a doengas, danos mecanicos e fisicos, reagdes bioquimicas,
pragas etc. (Freeman et al., 1998). Em frutos de mamao, as perdas decorrentes de doencas
podem atingir 90% (Ventura et al., 2003). Por esta razdo, o manejo das doencas deve
comecar antes da colheita, quando geralmente, iniciam-se as infecgdes (estddios de pos-
floragao e desenvolvimento dos frutos) (Muniz et al., 2003).

Viarias doengas podem afetar o mamao na fase pos-colheita (Alvarez & Nishijima,
1987). Destacam-se as perdas ocasionadas pela antracnose, mancha chocolate e podridao
peduncular, cujo agente causal ¢ o fungo Glomerella cingulata (Stonem.) Spauld. & Von
Schrenk [anamorfo: Colletotrichum spp. (Penz) Penz & Sacc] (Bailey & Jeger, 1992). Os
sintomas da antracnose sao lesdes escuras, levemente deprimidas, de tamanho varidvel e, em
geral, arredondadas. Com o desenvolvimento da doenca pode haver coalescéncia das lesdes e
todo o fruto ¢ afetado (Alvarez & Nishijima, 1987; Ventura et al., 2003). Sob elevada
umidade e temperaturas superiores a 22°C, no centro das lesdes, observa-se a producao de
mucilagem alaranjada, com conidios hialinos (Bailey & Jeger, 1992; Menezes & Hanlin,
1996). Entretanto, sob determinadas condi¢des, o hospedeiro em resposta a infecgdo pelo
patdgeno produz mecanismos de defesa como a calose. Assim, ocorrem lesdes superficiais,
de coloragdo avermelhada, encharcadas nas margens, que sdo denominadas mancha chocolate
(Dickman & Alvarez, 1983; Alvarez & Nishijima, 1987). Além da superficie do fruto, o
patégeno pode penetrar no pedunculo, ocasionando a doenga chamada podriddo peduncular
(Alvarez & Nishijima, 1987).

A infeccdo de Colletotrichum spp. em frutos de mamao ¢ caracterizada pela

quiescéncia, fenomeno que dificulta estudos epidemioldgicos. O conidio adere-se a superficie



do hospedeiro, germina, produz apressério melanizado e hifa infectiva, mas a colonizagao
pelo patdgeno ¢ reduzida (Prusky & Plumbley, 1992). Com a maturagao fisiologica do fruto,
acredita-se haver reducdo de compostos anti-fungicos e aumento de aglcares e outros
compostos, condi¢des favoraveis a reativagdo da infeccdo (Binyamini & Schiffmann-Nadel,
1972; Sharaf et al., 1989). Trabalhos epidemiologicos que envolvem, por exemplo,
entendimento da relagdo indculo-desenvolvimento da doenga, progresso de epidemias e a
avaliacdo da eficacia de métodos de controle sdo dificultados principalmente pela falta de
métodos adequados de deteccdo da infec¢do quiescente.

Tentativas de controle de doengas pds-colheita em frutos de mamao, baseadas em
informacdes insuficientes sobre o processo de quiescéncia (Prusky & Keen, 1993) e a
epidemiologia da doenca (Fitzell & Peak, 1984; Dodd et al., 1991), podem resultar em gastos
desnecessarios no manejo da cultura e redug¢do da qualidade do produto colhido (Silveira et
al., 2005). O desenvolvimento de métodos adequados de detecgdo e avaliagdao da quiescéncia
podera contribuir para melhoria da acuracia dos estudos epidemioldgicos, bem como para o
manejo de doengas pods-colheita (Biggs, 1995; Prusky, 1996). Neste contexto, um dos
trabalhos basicos mais importantes ¢ o de estabelecimento de procedimentos de amostragem
para estudos das infec¢des quiescentes causadas por Colletotrichum spp. em frutos de mamao
(Campbell & Madden, 1990). Com um plano de amostragem adequado, estimativas das
caracteristicas de uma doenca em uma populag@o de plantas podem ser obtidas (Campbell &
Madden, 1990). Entretanto, até o momento, ndo se dispdem na literatura de informagdes que
fornegam subsidios para o desenvolvimento de estratégias de manejo das doengas na fase de
pos-colheita. Considerando-se a importancia das infecgdes quiescentes causadas por
Colletotrichum spp. em frutos de mamdo e a caréncia de estudos, objetivou-se: avaliar
métodos, idade ideal e o efeito da temperatura para deteccdo de infecgdes quiescentes; e,
propor uma distribui¢do e tamanho de amostras em campo, para deteccdo de infecgdes

quiescentes em frutos.
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REVISAO DE LITERATURA

2.1- Aspectos gerais da cultura do mamoeiro

O mamoeiro (Carica papaya L.), familia Caricaceae, ¢ originario da América
Central, e foi introduzido no Brasil na época do descobrimento (Medina, 1989). As areas
mais adaptadas ao cultivo desta cultura sdo as que t€m as estagdes bem definidas: quentes e
chuvosas (Medina, 1989). Os principais paises produtores desta fruta sdo: India, Brasil,
México Nigéria, Indonésia, Colombia e China. O Brasil ¢ o segundo maior produtor de
mamao, com 1.900.000 t (FAOSTAT, 2010). O mamao ¢ cultivado principalmente nos
estados da Bahia (902.525t), Espirito Santo (630.124t), Rio Grande do Norte (106.064t),
Ceara (99.522t) e Paraiba (28.906t) (IBGE, 2010).

O mamoeiro apresenta trés tipos de flores, as quais levam a classificacao das plantas
como: femininas, masculinas ou hermafroditas. Atualmente, no Brasil, tém-se preferido o
plantio de variedades hermafroditas. Quanto ao tamanho e a origem dos frutos, estes sdao
classificados em dois grupos: Solo e Formosa (Costa & Pacova, 2003). No grupo Solo,
algumas variedades destacam-se como mais plantadas: Sunrise Solo, Improved Sunrise Solo,
Baixinho de Santa Amalia, Sunrise Golden e Taiwan. No Grupo Formosa, as seguintes

variedades sdo cultivadas no Brasil: Tainung n.1 e Caliman 01 (Costa & Pacova, 2003).

2.2- Infeccdes quiescentes em frutos

A utilizagdo de termos para se referir ao fenomeno de quiescéncia ¢ ainda confusa.
Em muitos trabalhos, a quiescéncia ¢ sindnimo de laténcia (Verhoeff, 1974; Prusky et al.,
1981; Jarvis, 1994) ou dorméncia (Verhoeff, 1974; Prusky & Plumbley, 1992). O fendmeno
de laténcia, em termos epidemioldgicos ¢ definido por Parlevliet (1979) como o tempo entre
a inoculagdo até a producao de esporos, ou seja, o tempo para geracao de sinais da doenca.
Enquanto, no fendmeno de dorméncia, o esporo do fungo ¢ que permanece inativo (Griffin,
1994). Varios fatores afetam a dorméncia: condigdes exdgenas (nutricionais) ou constitutivas,
como inibidores presentes no proprio esporo (Griffin, 1994). Em todos estes trabalhos
relativos ao fendmeno de inativagdo do fungo (Verhoeff, 1974; Prusky et al., 1981; Jarvis,

1994), o termo que deveria ter sido utilizado ¢ quiescéncia.



O fenomeno de quiescéncia ¢ caracterizado pela inibicado do desenvolvimento do
patégeno no tecido do hospedeiro, em alguma fase do processo de infec¢do (germinacao,
formacgao do apressorio ou penetragcdo) (Swinburne, 1983; Prusky & Plumbley, 1992; Jarvis,
1994). Os mecanismos envolvidos na quiescéncia parecem estar relacionados as condic¢des
fisiologicas do hospedeiro (Jarvis, 1994; Wharton & Diéguez-Uribeondo, 2004) bem como
aos fatores ambientais (temperatura e umidade) (Prusky et al., 1993; Luo & Michailides,
2001a, b; Ntahimpera et al., 2002) os quais desfavorecem o desenvolvimento do patdgeno. O
fenomeno de quiescéncia ¢ especulado ser um caso de adaptagdo do patogeno as condicdes
fisiologicas do hospedeiro (Verhoeff, 1974; Prusky & Plumbley, 1992; Prusky et al., 1996).
Com a maturac¢do do fruto, o desenvolvimento ¢ reativado (Verhoeft, 1974; Prusky, 1996).

A quiescéncia ¢ comum em frutos (mag¢d, uva, banana, mamio, manga, citros,
morango, abacate etc.); hortalicas (tomate); ornamentais; e leguminosas (soja) (Verhoef,
1974; Jeffries et al., 1990; Sinclair, 1991; Jarvis, 1994; Williamson, 1994; Rajeswari et al.,
1997; Timmer et al., 1998; Lapeyre de Bellaire et al., 2000; Klingelfuss & Yorinori, 2001;
Dugan et al., 2002; Ishikawa, 2003, 2004ab; Valdebenito-Sanhueza et al., 2005; Chillet et al.,
2006). Este processo pode estar associado as doengas bacterianas (Hayward, 1974) ou
fungicas (Verhoeft, 1974; Prusky & Plumbley, 1992).

Com relagdo aos fungos, infec¢des quiescentes podem ser causadas por espécies de
Botrytis, Aureobasidium, Cladosporium, Ulocladium, Gloeosporium, Colletotrichum,
Guignardia, Monilinia, Fusarium, Dendrophoma, Cercospora, Chaetomium, Rosellinia,
Phomopsis, Botryosphaeria e Alternaria (Chakravarty, 1957; Verhoeff, 1974; Prusky et al.,
1981; Jeffries et al., 1990; Williamson, 1994; Rajeswari et al., 1997; Timmer et al., 1998;
Lapeyre de Bellaire et al., 2000; Klingelfuss & Yorinori, 2001; Luo et al., 2001a, b; Luo &
Michailides, 2001; Dugan et al., 2002; Ntahimpera et al., 2002; Luo & Michailides, 2003;
Ishikawa, 2004a; Valdebenito-Sanhueza et al., 2005; Chillet et al., 2006). Entretanto,
espécies do género Colletotrichum merecem destaque, por apresentarem infecgdes
quiescentes em varios patossistemas (Fulton, 1948; Chakravarty, 1957; Dickman & Alvarez,
1983; Jeffries et al., 1990; Prusky & Plumbley, 1992; Sutton, 1992; Timmer et al., 1998;
Klingelfuss & Yorinori, 2001; Silva et al., 2002; Dantas et al., 2003).

A maioria dos trabalhos sobre quiescéncia de Colletotrichum foi gerada em
patossistemas modelo como Colletotrichum gloeosporioides/abacate (Binyamini &
Schiffmann-Nadel, 1972) e Glomerella cingulata/morango (Ishikawa, 2003; Ishikawa
2004a,b). Mas, algumas excegdes sdo verificadas, como por exemplo, C. musae/banana

(Lapeyre de Bellaire et al., 2000), C. phomoides/ tomate (Fulton, 1948) e C. truncatum/soja
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(Klingelfuss & Yorinori, 2001). Por exemplo, no patossistema C. gloeosporioides/manga, o
conidio de C. gloeosporioides adere-se a superficie do hospedeiro, germina e produz um
apressorio melanizado (Wharton & Diéguez-Uribeondo, 2004). O apressorio forma hifa
infectiva, que permanece quiescente, até que o fruto entre no estddio de favorabilidade a
infeccao (Sommer, 1982; Prusky & Plumbley, 1992; Prusky & Keen, 1993; Prusky, 1996),
com redu¢do de compostos anti-flngicos, aumento de aglicares e outros compostos
(Binyamini & Schiffmann-Nadel, 1972; Sharaf et al., 1989).

Quatro mecanismos sdo postulados ocorrer em frutos imaturos, 0os quais sao
responsaveis pela quiescéncia: presenga de compostos anti-fungicos pré- e pos-formados;
baixa disponibilidade de nutrientes requeridos pelo patégeno; e falta de ativagdo dos fatores
de patogenicidade, como enzimas envolvidas no processo de penetracdo na superficie do
hospedeiro (Swinburne, 1983; Bailey & Jeger 1992; Prusky, 1996).

Varios compostos antifungicos pré-formados sdo relatados como responsaveis pela
quiescéncia. Dentre estes, destacam-se: taninos e latex, em frutos verdes de banana
(Chakravarty, 1957; Verhoeff, 1974); benzil-isotiocianato, em frutos de mamao (Patil et al.,
1973); dieno (1-acetoxi-2-hydroxi-4-oxo-heneicosa-12,15 dieno) em frutos de abacate
(Prusky et al., 1996; Prusky et al., 1998); resorcinol [5-(12 — cis — heptatadecenil) e 5 —
pentadecil-resorcinol], em frutos de manga (Droby et al., 1986; Prusky & Keen, 1993;
Kobiler et al., 1998), e acido dihidroxicinamato caféico, em frutos de péssego (Lee &
Bostock, 2007). Durante o amadurecimento, com a redugdo da concentracdo destes
compostos, ocorre a transicdo da fase de quiescéncia para a de crescimento fingico ativo
(Verhoeft, 1974).

Com relagdo aos compostos anti-fungicos pos-formados, tem-se constatado a
produgdo de espécies reativas de oxigénio (ROS) por frutos imaturos de abacate em resposta
a infecc¢do de C. gloeosporioides. A infecgdo pelo patdogeno induz a produgdo de ROS e pode
também estimular a rota dos fenilpropandides (regulacao do dieno), o que resulta na inibigao
do desenvolvimento do fungo; e, consequentemente, da quiescéncia (Beno-Moualem &
Prusky, 2000). A inducdo da sintese de fitoalexinas por varios hospedeiros, também ocorre
em resposta a infecgdo pelos patogenos na fase de pos-colheita (Prusky et al., 1998).
Algumas destas substancias, como por exemplo, o resveratrol estd presente em frutos de uva
(King et al., 2006; Sanchez-Ballesta et al., 2006); em pimenta, constata-se a presenca do
capsicanol e do capsidiol (Adikaram et al., 1982). Agentes bidticos também podem induzir a
produgdo de compostos anti-fungicos, como em frutos de manga com a aplica¢ao do fungo C.

magna (Kobiler et al., 1998).



Aparentemente, hd também a relagdo entre compostos fendlicos e protopectinicos nos
tecidos de frutos imaturos e a quiescéncia em patdogenos (Verhoeff, 1974). Em contrapartida,
com o amadurecimento dos frutos ha o aumento dos agucares soluveis, de dgua livre e de
pectinas, tornando os frutos mais sensiveis a infec¢do por patdégenos (Sharaf et al., 1989;
Williamson, 1994).

A inibi¢do ou a ndo produ¢do de enzimas dos patdgenos em frutos imaturos ¢ também
uma das causas da quiescéncia (Verhoeff, 1974; Prusky, 1996). As enzimas pectoliticas sdo
estimuladas pela mudanga do estado de insolubilidade da lamela média em frutos verdes para
o de solubilidade dos compostos pécticos durante o amadurecimento. A mudanga estimula o
crescimento ativo do patogeno nos tecidos do hospedeiro (Verhoeft, 1974).

A existéncia das infec¢des quiescentes faz com que avaliagdes do nivel de indculo em
frutos s6 sejam realizadas quando o mesmo estiver maduro. Por exemplo, nos patossistemas
A. alternata/manga ¢ Monilinia fructicola/ameixa constataram-se correlagdes significativas
entre as infecgdes quiescentes nos frutos e a incidéncia da doenca em condi¢des de pos-
colheita (Prusky et al., 1983; Luo & Michailides, 2003). A utilizagdo de métodos para
detectar infecgdes quiescentes em frutos de mamao ¢ de fundamental importancia, pois assim
as doencas que ocorrem nesta cultura poderdo ser manejadas mais racionalmente (Biggs,

1995; Prusky, 1996).

2.2.1.- Deteccao de infecgOes quiescentes

Ha varias técnicas para detec¢do de infecgdes quiescentes em frutos tropicais, como
as baseadas em PCR (Parikka & Lemmetty, 2004), luz ultravioleta (UV) (Ishikawa, 2003),
etanol (Ishikawa, 2003; Ishikawa 2004a,b), paraquat (Biggs, 1995) e do cultivo em meios
suplementados com fungicidas (Prusky et al., 1981).

No método da PCR, a deteccdo das infecgdes quiescentes em partes de plantas ¢é
realizada por primers especificos. Em um estudo, esta técnica foi eficiente em detectar C.
acutatum em tecidos de morango sintomaticos e assintomaticos, nos quais a infec¢do era
originaria de inoculagdes ou de forma natural (Parikka & Lemmetty, 2004). O método da
PCR ¢ bastante sensivel, entretanto ainda ndo ¢ amplamente utilizado na deteccdo das
infeccdes em campo.

No método de deteccao pelo uso do etanol (SDEI: diagnose simples por imersao em

etanol), ocorre a injuria do tecido da planta, o que facilita o desenvolvimento dos sintomas



(Ishikawa, 2003; Ishikawa, 2004a). Este método ¢ bastante utilizado para detec¢ao de
infecgdes quiescentes em plantas de morango, causadas por Colletotrichum acutatum,
Dendrophoma obscurans e Fusarium oxysporum f. sp. fragariae (Ishikawa, 2004).

Com relagdo a detec¢do das infecgdes quiescentes utilizando a luz ultravioleta, o
mecanismo que ocorre ¢ a injuria do tecido, favorecendo o aparecimento de sinais do
patogeno. Ishikawa (2003) comparou os métodos do etanol e da luz ultravioleta, para detectar
infecgdes quiescentes de G. cingulata. Neste trabalho, foi constatado que ambos os métodos
apresentavam o mesmo padrdo para detectar as infec¢des em tecidos de morango.

Na técnica de deteccdo das infecgdes quiescentes baseada no herbicida paraquat
ocorre a indugdo da morte das células da epiderme, com formagdo de injurias no tecido do
hospedeiro, favorecendo assim a expressdo do patogeno (Biggs, 1995). Este método ¢
utilizado em varios patossistemas: Botryosphaeria dothidea/mag¢a (Valdebenito-Sanhueza et
al., 2005), Monilinia fructicola/cereja (Adaskaveg et al., 2000), Alternaria alternata/maga
(Biggs, 1995) e C. musae/banana (Rajeswari et al., 1997). Entretanto, o Paraquat, conhecido
comercialmente como Gramoxone, ¢ um herbicida de contato altamente tdxico, cujo uso
requer cautela (Serra et al., 2003).

No método do Ethrel, nome comercial do hormdnio etileno, ocorre ag¢do indireta do
produto no processo de “quebra” da quiescéncia. O etileno promove o amadurecimento dos
frutos, levando a mudancgas bioquimicas e fisioldgicas necessarias para que o fungo suplante
o estadio de quiescéncia (Droby et al., 1986; Williamson, 1994; Prusky, 1996; Prusky et al.,
1996; Lapeyre de Bellaire et al., 2000; Chillet et al., 2006). Este hormonio é bastante
utilizado como método de detecgdo de infeccdes quiescentes em varios patossistemas
(Valdebenito-Sanhueza et al., 2005; Barmore & Brown, 1985).

O desenvolvimento de um método adequado de deteccao da quiescéncia pode tornar-
se uma nova ferramenta para estudos epidemioldgicos de doencas que apresentam esse
fendmeno. Adicionalmente, a deteccdo das infecgdes na pré-colheita reflete quais as
estratégias foram utilizadas nesta fase, e, assim com esta informacgdo pode-se realizar um
manejo mais coerente na pos-colheita (Biggs, 1995; Prusky, 1996). Entretanto, com relagao
as infec¢des quiescentes causadas por Colletotrichum spp. em frutos de mamao, ndo foram

encontrados trabalhos utilizando métodos para detectar estas doencas.
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2.3- Infecgdes quiescentes causadas por Colletotrichum spp. em frutos de mamao

As doengas em frutos de mamao, ocasionada principalmente pela fase anamorfica do
patogeno, Colletotrichum spp., sdo particularmente importantes na fase de pos-colheita
(Alvarez & Nishijima, 1987). A antracnose ¢ uma doenga problematica, pois pode afetar
ramos novos, folhas, inflorescéncias e os frutos (Ventura et al., 2003). Em pds-colheita, ¢ um
dos maiores problemas fitossanitdrios, exigindo tratamentos preventivos (térmico e
fungicida) (Ventura et al., 2003). A doenga ocorre em todas as areas produtoras de mamao,
com intensidade variavel em fun¢do da temperatura ¢ umidade (Tatagiba et al., 2002). O
periodo mais favoravel a infec¢do acontece no inicio da floragdao, quando o patéogeno pode
penetrar pelos estigmas, ou por cicatrizes deixadas pelas pétalas até o fruto atingir metade de
seu tamanho definitivo (Ventura et al., 2003). Com o desenvolvimento das infec¢des
quiescentes nos frutos maduros, formam-se lesdes escuras, levemente deprimidas, de
tamanho varidvel e, em geral, arredondadas. Com o passar do tempo, as lesdes podem
coalescer e envolver todo o fruto (Persley & Ploetz, 2003). Em condi¢des de umidade relativa
elevada e temperaturas superiores a 22°C ¢ possivel observar no centro das lesdes a producdo
de mucilagem alaranjada, com conidios hialinos (Bailey & Jeger, 1992; Menezes & Hanlin,
1996). Entretanto, sob determinadas condi¢des, o hospedeiro, em resposta a infec¢dao pelo
patogeno, produz mecanismos de defesa como a calose. Assim, ocorrem lesdes superficiais,
de coloragdo avermelhada, encharcadas nas margens, que sdo denominadas manchas-
chocolate (Dickman & Alvarez, 1983; Alvarez & Nishijima, 1987). Além da superficie do
fruto, o patogeno pode penetrar também pelo pediunculo, ocasionando a doenga chamada
podriddo peduncular (Alvarez & Nishijima, 1987).

Os conidios de Colletotrichum spp. s@o hialinos, unicelulares, cilindricos a elipsoidais
e sao produzidos em corpos de frutificagdo, denominados acérvulos. O acérvulo desenvolve-
se abaixo da cuticula ou epiderme do hospedeiro, rompendo-as em condigdes de alta umidade
(Hindorf, 2000). Os conidios, envolvidos por compostos glicoproteicos e polissacaridicos
(mucilagem), permanecem no acérvulo, até que gotas de dgua de chuva ou irrigacdo os
dispersem (Dodd et al., 1991; Pascholati et al., 1993; Hindorf, 2000).

Para germinarem, os conidios requerem periodo prolongado de agua livre (6-8 h), e
temperatura entre 15-27°C, (Hartung et al., 1981). Os conidios produzem apressorio escuro,

acima da juncao de duas células epidermais (Binyamini & Schiffmann-Nadel, 1972; Hindorf,
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2000). O tecido do hospedeiro pode ser invadido diretamente pela pressao de turgor do
apressorio e/ou por acdo enzimatica. H4 formagdo da hifa “peg” de penetragdo, mas a
infeccdo permanece quiescente até que as condigdes se tornem favoraveis, o que
normalmente ocorre no inicio do amadurecimento do fruto (Binyamini & Schiffmann-Nadel,

1972; Chau & Alvarez, 1983; Prusky & Plumbley, 1992; Hindorf, 2000).

2.4- Influéncia da temperatura nas infecgdes de Colletotrichum spp.

A temperatura ¢ um dos fatores ambientais, juntamente com a umidade, que mais
afetam o inicio e o progresso das enfermidades na fase de pds-colheita. A oscilagdo da
temperatura ocasiona perdas de agua nos frutos, produzindo agua livre na superficie dos
mesmos, constituindo condi¢des ideais para a germinacao de esporos (Awad, 1993).

Estudou-se o efeito da temperatura na produgdo de conidios de Colletotrichum spp.
em frutos de morango. Entre 5 ¢ 10°C e acima de 30°C houve redu¢do na esporulacdo do
patogeno. A faixa ideal foi entre 15 e 25°C (King et al., 1997). No patossistema C.
musae/banana, diferentes temperaturas (10, 15, 20, 25 e 30°C) afetaram o desenvolvimento
de lesdes da antracnose. Maior desenvolvimento de lesdes ocorreu entre 25 e 30°C (Pessoa et
al., 2007). Em outro trabalho, Dillard (1989) verificou a influéncia de diferentes temperaturas
(16, 19, 22, 25, 28 ¢ 31°C) no desenvolvimento e esporulagdo de lesoes de C. coccodes em
tomates. O diametro das lesdes foi maior nas temperaturas de 25 e 31°C. A producao de
conidios nos frutos foi maior a 28°C, e decresceu a 31°C. No patossistema C.
acutatum/morango a temperatura afetou a infeccdo em frutos maduros e imaturos. As
temperaturas 6timas para a infec¢ao foram 25 e 30°C (Wilson et al., 1990). No patossistema
C. orbiculare/melancia foi ajustado um modelo polinomial para explicar a relagdo entre
temperatura e a infec¢do pelo patdgeno. Foi constatado que as temperaturas Otimas para
infeccao variaram de 21 a 24°C (Monroe et al., 1997).

Quanto a C. gloeosporioides existem alguns trabalhos sobre o efeito da temperatura
no desenvolvimento das doengas pos-colheita em frutas tropicais (Pandey et al., 1997,
Tatagiba et al., 2002). Por exemplo, no patossistema C. gloeosporioides/goiaba houve efeito
da temperatura (15, 20, 26, 30, 35 e 40°C) na incidéncia e no desenvolvimento de lesdes da
antracnose nos frutos. A infeccdo desenvolveu-se rapidamente a 25 e 30°C, e, mais
lentamente a 15, 20, 35 e 40°C (Pandey et al., 1997). No patossistema C.

gloeosporioides/mamao, relacionaram-se as condigdes meteorologicas a incidéncia da
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antracnose. Entre 12 e 37°C, a incidéncia da antracnose variou de 68,5 a 100% (Tatagiba et
al., 2002).

Entretanto, estudos esclarecendo a influéncia da temperatura na detec¢ao de infec¢des
quiescentes de Colletotrichum spp. em mamao, ndao foram encontrados. Em outro
patossistema: C. musae/banana, estudos dessa natureza foram realizados (Lapeyre de Bellaire
et al., 2000). Neste trabalho, as infec¢des quiescentes em bananas imaturas foram detectadas
pelo método Ethrel, e os frutos foram mantidos a diferentes condi¢cdes de armazenamento. A
temperatura 6tima para o desenvolvimento das lesdes foi de 32°C. O tratamento de frutos
imaturos com ethrel e armazenamento por 6 dias a 32°C relacionou-se positivamente aos
frutos no ponto de colheita (testemunha).

Portanto, esclarecer o efeito da temperatura na deteccdo de infec¢des quiescentes,
auxiliara no melhor entendimento do patossistema Colletotrichum spp./mamao e¢ também
proporcionara o estabelecimento de estratégias mais eficientes de manejo na fase de pods-

colheita.

2.5- Distribuicdo espacial de frutos doentes e determinagcdo do tamanho das
amostras

2.5.1- Métodos analiticos

As doengas de plantas apresentam varios padrdes espaciais no campo. As plantas
doentes podem apresentar padrao agregado, aleatorio ou regular. Descrever o padrao de
distribuicao espacial das plantas doentes permite um melhor entendimento das caracteristicas
das epidemias, bem como ¢ possivel a elaboracdo de planos ou esquemas de amostragem
mais confidveis (Campbell & Madden, 1990).

Viérias técnicas podem ser empregadas na andlise do padrio de distribuigdo de
doengas no campo. As técnicas de “runs” e de “doublets” consideram a posigdo das plantas
doentes ou sadias; outra técnica ¢ baseada em quadrats; e a terceira, em medidas de distancia
(Campbell & Madden, 1990).

Para estudos com quadrats, os dados de incidéncia podem ser agrupados em classes
de frequéncia. As frequéncias observadas e esperadas podem ser comparadas por um teste de
aderéncia, de acordo com algumas distribuicdes de probabilidade, tais como Beta-binomial,

Binomial negativa e Poisson (Hugges & Madden, 1993; Madden & Hugges, 1995: Charest et
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al., 2002; Madden et al., 2007). A distribuicao Beta-binomial ¢ uma distribui¢do mista, na
qual a probabilidade de uma planta estar doente ndo ¢ constante, pois o padrao da doenga no
campo ¢ agregado. Uma caracteristica dessa distribui¢do ¢ que a variancia ¢ maior do que da
binomial, mesmo se as duas distribuigdes tém a mesma média (Hugges & Madden, 1993;
Madden et al., 2007). Na distribuicdo beta-binomial, dois parametros sdo estimados pelo
método da maxima verossimilhanca: o e B, além do indice de dispersao 6 (Hugges &
Madden, 1993; Madden & Hugges, 1995; Xu et al., 1998; Madden & Hugges, 1999;
Turechek & Madden, 1999; Turechek & Madden, 2000; Dallot et al., 2003; Gent et al.,
2007). Na distribui¢do binomial negativa, a doenca apresenta padrdo mais agregado do que
na distribui¢do beta- binomial. Os dois pardmetros s3o: pu ¢ K, este ultimo é o indice de
dispersdo, para a distribui¢do binomial negativa. O indice de dispersao K pode ser obtido de
duas maneiras. A primeira maneira considera a distribuicdo da frequéncia sendo ‘“‘suave”
(sem variacdes abruptas no histograma), entdo o melhor estimador ¢ o da mdaxima
verossimilhanga; e, no caso de distribui¢des de frequéncia “ndo suave”, o calculo de K ¢
obtido pelo estimador aproximado (K aproximado) (Krebs, 1998). Na distribui¢do de
Poisson, a média ¢ igual a varidncia, as plantas doentes estdo distribuidas num padrdo
aleatorio. Nesta distribuicdo ¢ assumido que o numero de plantas doentes ¢ o mesmo em
todos os quadrats (Krebs, 1998). Um dos testes formais utilizados para verificar o ajuste
dessas distribuigdes ¢ o qui-quadrado (Nicot et al., 1984; Hugges & Madden, 1993; Madden
& Hugges, 1995; Krebs, 1998).

Para quantificagdo do grau de agregacdo espacial em uma populagdo utilizam-se os
indices de dispersao ou agregacdo. Os indices de dispersdo dependem do tamanho do quadrat
amostrado, do nimero de amostras, do namero total de individuos da amostra e da densidade
média por quadrat (Campbell & Madden, 1990). Alguns indices de dispersdo podem ser
obtidos, através das distribuicdes estatisticas: o parametro 0 da distribuicao beta-binomial e o
pardmetro K da binomial negativa. Mas, existem outros como: a relagcdo varidncia/média e o
indice de Lloyd de pachiness. Em alguns patossistemas, estes indices sdo utilizados para
caracterizar o grau de agregacdo de doencas no campo (Madden & Hugges, 1995; Copes et

al., 2001).
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2.5.2- Padréo espacial de doencas

Viarios estudos tém utilizado distribuicdes estatisticas para entender o padrao espacial
das doencas no campo (Turechek & Madden, 1999; Turechek & Madden, 2000; Turechek et
al., 2001). Por exemplo, nos patossistemas Phomopsis obscurans/morango ¢ Mycosphaerella
fragariae/morango, a distribuigdo beta-binomial descreveu o padrio das doencas. Nestes
patossistemas, o arranjo das doencas foi agregado (Turechek & Madden, 2000). Os mesmos
autores, em estudo anterior, descreveram o padrdo espacial da Mycosphaerella
fragariae/morango utilizando as distribui¢des beta-binomial e binomial. Entretanto, em 93%
dos casos, a distribui¢do beta-binomial descreveu melhor o arranjo da doenga no campo
(Turechek & Madden, 1999). Em outro estudo, as mesmas duas distribui¢cdes foram ajustadas
aos dados, para tentar descrever o comportamento do patossistema Phomopsis
obscurans/morango. Mais uma vez, a distribui¢ao beta-binomial ajustou-se melhor aos dados,
em mais de 90% das situagdes (Turechek et al., 2001).

Xiao et al. (1997) utilizaram o indice de pachiness de Lloyd (LIP) para determinar a
agregacdo de microesclerocios de Verticillium dahliae em lavouras de couve-flor. Charest et
al. (2002) utilizaram a relagdo variancia/média para descrever o padrao de distribuigdo
(aleatorio ou agregado) de Venturia inaequalis em pomares de maga. O padrao da doenga foi
fortemente agregado e a distribuicdo que melhor descreveu os dados foi a binomial negativa.
Nicot et al. (1984) utilizaram a relagdo variancia/média e o indice de pachiness de Lloyd,
para investigar o padrdo espacial de doencas causadas por patdégenos de solo. Verificou-se
que, dados ajustados com a distribui¢do de Poisson, apresentaram os dois indices iguais a 1
(padrao aleatorio), enquanto que, dados ajustados a distribuicdo binomial negativa

apresentaram os dois indices com valores superiores a 1, indicando padrao agregado.

2.5.3- Procedimentos de amostragem baseado em padréo espacial

Com os dados ajustados a uma distribui¢do e/ou indices de dispersdo, a estimativa do
tamanho das amostras torna-se mais confidvel (Campbell & Madden, 1990; Krebs, 1998;
Madden & Hugges, 1999). A amostragem, no contexto do estudo de epidemias de doengas de
plantas, constitui-se uma das atividades mais importantes (Campbell & Madden, 1990;
Campbell & Neher, 1994; Neher & Campbell, 1997; Madden & Hugges, 1999). Com um

plano de amostragem adequado, estimativas mais representativas das caracteristicas de uma

15



populacdao de plantas podem ser obtidas (Campbell & Madden, 1990; Neher & Campbell,
1997; Brown, 1998; Cooke, 1998; Lucio et al., 2003).

Para obter um tamanho de amostras ¢ necessario conhecer o patossistema a ser
amostrado, definir quais os dados serdo obtidos, o grau de precisdo desejado e utilizar
racionalmente o tempo e/ou os recursos financeiros disponiveis (Cochran, 1963; Campbell &
Duthie, 1989; Campbell & Neher, 1994; Madden & Hugges, 1999). Além disso, este
planejamento devera representar uma adequacdo entre o que ¢ biologicamente e
estatisticamente razodvel (Campbell & Duthie, 1989; Campbell & Neher, 1994). Um dos
objetivos da amostragem ¢ obter uma estimativa precisa de alguma caracteristica da
populagdo. Esta precisdo ou confiabilidade ¢ quantificada pelo coeficiente de variagdo ou
pelo intervalo de confianga (Campbell & Madden, 1990; Madden et al., 2007).

Em alguns patossistemas foram utilizadas distribuicdes de probabilidade para
determinagdo do tamanho das amostras (Turechek & Madden, 1999; Wheeler et al., 2000;
Sposito et al. 2007). No patossistema Guignardia citricarpa/citros o dados foram ajustados a
uma distribuicdo binomial negativa e, o tamanho das amostras foi determinado admitindo a
precisdo pelo coeficiente de variagdo (Sposito et al., 2007). Enquanto que, em outros
patossistemas, quando ndao ¢ definida a distribuicdo a qual os dados estdo ajustados,
considera-se a mesma como normal (Czermainski & Valdebenito-Sanhueza, 2001; Silva et
al., 2009).

Além da obtengdo do tamanho das amostras em um determinado momento, o estudo
da dindmica das doengas em épocas diferentes pode contribuir para melhor entendimento de
epidemias. Em alguns trabalhos, este tipo de padrdo ¢ caracterizado (Wu et al., 2001;
Wheeler et al., 2000). Entretanto, para infecgdes quiescentes em pos-colheita ndo foram
encontrados estudos dessa natureza.

Com relagdo a avaliagdo do tamanho da amostra, poucos sdo os estudos na
Fitopatologia, que contemplam uma metodologia coerente para as doengas (Madden &
Hugges, 1999). E, na pos-colheita, trabalhos com objetivos de propor tamanhos de amostras
ainda sdo escassos, principalmente para infec¢des quiescentes causadas por Colletotrichum

spp. em frutos de mamao.
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CAPITULO 1

Deteccdo de infecgbes quiescentes causadas por Colletotrichum spp. em
frutos de maméao

Christiana F.B. Silva, Sami J. Michereff, Luiz A. Maffia, Carlos H. O. Silva & Eduardo S.G.
Mizubuti

1. Introducéo

As infecgdes quiescentes em frutos de mamao sdo causadas por Glomerella cingulata
(Stonem.) Spauld. & Von Schrenk [anamorfo: Colletotrichum spp. (Penz) Penz & Sacc]
(Bailey & Jeger, 1992) e resultam na ocorréncia das doengas antracnose, mancha chocolate e
podridao peduncular, em pés-colheita (Alvarez & Nishijima, 1987; Bailey & Jeger, 1992).
No caso da antracnose, com o desenvolvimento das infecgcdes quiescentes nos frutos
maduros, formam-se lesdes escuras, levemente deprimidas, de tamanho variavel e, em geral,
arredondadas. Com o passar do tempo, as lesdes podem coalescer e ocupar todo o fruto
(Persley & Ploetz, 2003). Em condi¢des de umidade relativa elevada e temperaturas
superiores a 22°C, observam-se conidios imersos numa massa alaranjada no centro das lesoes
(Bailey & Jeger, 1992; Menezes & Hanlin, 1996). Entretanto, sob determinadas condig¢des, o
hospedeiro em resposta a infeccdo pelo patégeno produz mecanismos de defesa como a
calose. Assim, ocorrem lesdes superficiais, de coloragdo avermelhada, encharcadas nas
margens, que s3o denominadas mancha chocolate (Dickman & Alvarez, 1983; Alvarez &
Nishijima, 1987). Além da superficie do fruto, o patdogeno pode penetrar também pelo
pedinculo, quando causa a doenga denominada podriddo peduncular (Alvarez & Nishijima,
1987).

O fendmeno de quiescéncia ¢ caracterizado pela inibicdo do desenvolvimento do
patogeno no tecido do hospedeiro, em alguma fase do processo de infec¢ao (Swinburne,
1983; Prusky & Plumbley, 1992; Jarvis, 1994). Os mecanismos envolvidos na quiescéncia
parecem estar relacionados as condigdes fisioldgicas do hospedeiro (Jarvis, 1994; Wharton &
Diéguez-Uribeondo, 2004), bem como aos fatores ambientais (temperatura e umidade) (Luo

& Michailides, 2001a,b; Ntahimpera et al., 2002). Ao término da fase de impedimento da
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infec¢do, com a maturacao do fruto, o desenvolvimento ¢ reativado (Verhoetf, 1974; Prusky,
1996). Em frutos imaturos, postula-se ocorrer quatro mecanismos responsaveis pela
quiescéncia: presenca de compostos anti-fingicos pré- formados e pos-formados; falta de
nutrientes para o patégeno; e a ndo ativagdo dos fatores de patogenicidade do patdgeno
(inibig¢do ou a nao produgao de enzimas) (Swinburne, 1983; Prusky, 1996).

A deteccdo de infecgdes quiescentes € critica para que as doengas pds-colheita sejam
bem manejadas (Biggs, 1995; Prusky, 1996). H4 vdrias técnicas para detectar infecgdes
quiescentes em frutos tropicais, baseadas principalmente em: PCR (Parikka & Lemmetty,
2004), luz ultravioleta (UV) (Ishikawa, 2003), etanol (Ishikawa, 2003; Ishikawa 2004a,b),
paraquat (Biggs, 1995) e cultivo em meios suplementados com fungicidas (Prusky et al.,
1981). Relativo as doengas causadas por Colletotrichum spp. em frutos de mamao, nao se
obtiveram trabalhos que avaliaram métodos, e os efeitos da idade de maturagdo de frutos e da
temperatura para detectar estas doencas.

Dentre os fatores ambientais que influenciam a detec¢do das infec¢des quiescentes, a
temperatura ¢ preponderante, pois afeta todas as fases da infeccdo (Dodd et al., 1991; Estrada
et al.,, 2000). Apesar de os patossistemas Colletotrichum spp. x frutas tropicais serem
classificados como problemas sérios, ha poucos estudos sobre a influéncia da temperatura na
deteccdo de infecgdes quiescentes de Colletotrichum spp. No patossistema C. musae x
banana, j4 se conhece como a temperatura afeta a deteccao de infec¢des quiescentes (Lapeyre
de Bellaire et al., 2000). Apesar da importancia, no patossistema Colletorichum spp. x
mamao, ainda ndo existem trabalhos. Portanto, os objetivos desse estudo foram comparar
métodos e idade ideal quanto a acurdcia na detec¢ao de infecgdes quiescentes causadas por
Colletotrichum spp. em frutos de mamao, bem como avaliar a influéncia da temperatura de

conservacgao de frutos de mamao na detec¢do de infec¢des quiescentes.

2. Material e Métodos

2.1- Métodos de deteccao de infecgbes quiescentes

De um total de 24 areas de cultivo selecionaram-se nove (areas de 1 a 9, Tabela 1),
colheram-se 144 frutos, 120 imaturos com idade fisioldgica de trés semanas antes do ponto

de colheita, e 24 no ponto de colheita. Formaram-se grupos de quatro frutos imaturos,
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alocado em uma bandeja (unidade experimental), os quais foram submetidos aos tratamentos
(Tabela 2).

Apds os tratamentos, os frutos de cada unidade experimental foram secos em
condicdes assépticas e depositados em bandejas plasticas (28 x 19 x 11 cm) forradas com
quatro camadas de papel toalha umedecidas com 100 mL de 4gua destilada. Cada fruto foi
colocado sobre uma tampa de placa de Petri esterilizada, para evitar contato direto com a
agua. As bandejas foram acondicionadas em sacos plésticos e mantidas sob luz fluorescente
(200 lux), a 25+2 °C. Apos 8 dias, os frutos foram inspecionados, € as doengas foram
identificadas pelo exame, ao microscopio de luz, de laminas contendo os conidios e/ou pela
realizagdo de isolamentos dos patdgenos. A incidéncia foi determinada pelo nimero de frutos
doentes, em relagdo ao total de frutos de cada unidade experimental.

Os seis tratamentos foram alocados a unidade experimental, com 6 repeticdes, o que
totalizou 36 bandejas por area, por vez, em um delineamento experimental inteiramente
casualizado. Na andlise dos dados consideraram-se os efeitos das areas como fixo (um total

de 9 areas x 144 frutos).

2.2- Influéncia da idade dos frutos na deteccéo de infec¢des quiescentes

Apo6s a selecdo dos métodos para deteccdo das infecgdes quiescentes, avaliou-se a
influéncia da maturidade dos frutos na detec¢ao das infecgdes. De um total de 24 areas de
cultivo selecionaram-se dez (areas de 10 a 19, Tabela 1), onde se colheram 128 frutos
imaturos, com idades fisioldgicas de 3, 4, 5 ou 6 semanas antes do ponto de colheita.
Adicionalmente, colheram-se 16 frutos no ponto de colheita. Formaram-se grupos de 4 frutos
imaturos, que foram alocados em uma bandeja (unidade experimental), os quais foram
submetidos aos tratamentos 2, 4 e 6 (Tabela 2). Os frutos foram submetidos as mesmas
condicdes de incubagdo e procedimentos de avaliagdo como descritos no item 2.1.

Os trés tratamentos foram alocados a unidade experimental, com 4 repeti¢des o que
totalizou 12 bandejas por area, por vez, para cada idade, em um delineamento experimental
inteiramente casualizado. Na analise dos dados consideraram-se os efeitos das areas como

fixo (um total de 10 areas x 144 frutos).
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2.3- Influéncia da temperatura de incubacéo na detec¢do de infecgdes quiescentes

Colheram-se, de um total de 24 areas, cinco areas de cultivo de mamoeiro localizadas
no Estado da Paraiba (areas de 20 a 24, Tabela 1). Em cada pomar, colheram-se 160 frutos
imaturos, no estadio de trés semanas antes da colheita, ¢ 80 frutos em ponto de colheita, os
quais foram acondicionados em embalagens plasticas.

Em condi¢des de laboratdrio, subdividiram-se os frutos imaturos em grupos de 4
frutos cada. Cada grupo correspondente a uma unidade experimental foi submetido aos
tratamentos 4 ¢ 5. Os frutos controle foram submetidos ao tratamento 6 (Tabela 2).

Apds o tratamento, os frutos de uma unidade experimental foram secos em condigdes
assépticas e depositados em bandejas plasticas (28 x 19 x 11 cm) forradas com quatro
camadas de papel toalha umedecidas com 100 mL de 4gua destilada. Cada fruto foi colocado
sobre uma tampa de placa de Petri esterilizada, para evitar contato direto com a agua. As
bandejas foram acondicionadas em sacos plasticos e mantidas a 22, 25, 28, 31 e 34 °C.

Apos 8 dias de incubagdo, os frutos foram inspecionados e as doencas foram
identificadas pelo exame, ao microscopio de luz, de laminas contendo os conidios e/ou pela
realizagdo de isolamentos dos patogenos. A incidéncia foi determinada pelo ntimero de frutos
doentes, em relagao ao total de frutos de cada unidade experimental.

Os trés tratamentos tiveram 4 repeti¢des o que totalizou 12 bandejas por area, por vez,
para cada temperatura, em delineamento experimental inteiramente casualizado. Na analise

dos dados consideraram-se os efeitos das areas como fixo (um total de 5 areas x 240 frutos).

2.4- Analises dos dados

2.4.1- Determinacao de métodos de deteccéo de infeccdes quiescentes

Para analise exploratéria dos dados, foram construidos diagramas em caixa (box-
plots) para cada combinagdo areca-método. Testou-se a hipotese de homogeneidade entre os
métodos pelo teste de qui-quadrado, dentro de cada area. Posteriormente, foram realizadas as
analises de risco relativo (RR), para cada area (Zhang & Yu, 1998). Esta andlise geralmente

compara duas probabilidades, ou seja, compara-se o risco de se obter determinada resposta
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em duas condicdes distintas (Della Lucia et al, 2009). Em termos fitopatoldgicos, o objetivo
dessa andlise ¢ comparar a probabilidade de detectar a doengca em um método padrdo (frutos
no ponto de colheita) a probabilidade de detectar em um método alternativo, ou seja, cada
método aqui avaliado (Kleinbaum et al., 1982). Para realizar as andlises, foi construida uma

tabela de dupla entrada para os dados (Agresti, 2002) (Tabela 3). Com base na Tabela 3, tem-

n . ~ , ~ ~
se que R, = ﬁ ¢ o risco de deteccdo da doenga pelo método padrdo (razao entre o total de

. n . .
frutos doentes pelo numero total de frutos avaliados); e R, =2—2j ¢ o risco de detectar a

doenga pelo método alternativo (razdo entre o total de frutos doentes pelo numero total de
R, n
frutos avaliados). O risco relativo (RR) é dado por RR = —- = —2 (Kleinbaum et al., 1982).
2 n22
A hipdtese de nulidade € que as probabilidades (risco) em ambos os métodos sdo iguais (RR
=1). A hipotese alternativa ¢ que a probabilidade ¢ maior (RR >1 - superstimativa) ou menor
(RR <1 - subestimativa) no método alternativo. O intervalo de confianga (95%) foi obtido

para cada estimativa do risco relativo. Efetuaram-se as analises com o Programa R (versao

2.10.1 for Windows).

2.4.2- Influéncia da idade dos frutos na deteccéo de infeccdes quiescentes

Para cada método de deteccdo (Paraquat e Ethrel) realizou-se analise de variancia
ajustando o modelo: yjj= p + a; + Bj + 0P + i, onde p= média, o; = efeito da area, = efeito
da idade, o;B;= interagdo da é4rea e idade, e;= erro experimental. O teste de Dunnett (o =
0,05) foi usado para a comparagdo das médias (Chew, 1977). As andlises foram realizadas

com o Programa SAS (versao 9.0 for Windows).

2.4.3-Influéncia da temperatura de incubacdo na deteccdo de infecches
quiescentes

Realizaram-se as analises de variancia para os dados de incidéncia de cada doenga em
cada local, de acordo com o modelo: yjj= p + a; + Bj + aifj + eijx, onde u= média, a; = efeito
do método, Bj= efeito das temperaturas, o;; = interagdo do método e temperaturas, e;= erro

experimental.
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Como no item anterior, para cada area e combinacao temperatura-método, calculou-se

o risco relativo (RR), por area. As andlises foram realizadas com os programas R e SAS.

3.Resultados

3.1- Métodos de deteccdo de infecgBes quiescentes

Para a mancha chocolate, quando se procederam as analises dos diagramas em caixa,
a sensibilidade dos métodos foi semelhante a do ponto de colheita. Entretanto, na area 1, os
métodos foram mais sensiveis em detectar a incidéncia da doenga, do que os frutos no ponto
de colheita (Figura 1). Pelo teste de qui-quadrado, houve homogeneidade entre os métodos de
detec¢do, em 7 areas (Tabela 4). Em 9 areas, obteve-se RR=1 para os métodos Paraquat ¢
Ethrel, portanto, esses métodos foram semelhantes ao método do ponto de colheita (padrdo)
(Tabela 5).

Para a antracnose, nas areas 1 e 4, os métodos foram mais sensiveis em detectar a
doenga (Figura 2), do que os frutos no ponto de colheita. Houve homogeneidade entre os
métodos em 2 areas (Tabela 4). Em 7, das 9 areas, os métodos subestimaram a doenca.
Entretanto, o método Ethrel em 7 areas apresentou RR=1 (Tabela 5).

Para a podridao peduncular, na area 7, os métodos foram mais sensiveis em detectar a
doenca (Figura 3), do que os frutos no ponto de colheita. Pelo teste de qui-quadrado,
constatou-se homogeneidade entre os métodos, em todas as areas (Tabela 4). Independente

das areas, os métodos Paraquat e Ethrel apresentaram RR= 1 (Tabela 5).

3.2- Influéncia da idade dos frutos na deteccéo de infec¢des quiescentes

Houve efeito das areas, idades e da interagdo area*idade (P < 0,0001), para todas as
doengas quando detectadas por ambos os métodos (Paraquat e Ethrel).

Para a mancha chocolate, em 8 das 10 areas amostradas, a incidéncia em frutos
colhidos a 3 semanas antes da maturacao nao diferiu da incidéncia estimada em frutos no
ponto de colheita. Constatou-se efeito da idade na detec¢do das infecgdes quiescentes em
frutos tratados com Paraquat; a excecdo das areas 1, 9 e 10, em que a incidéncia da doenca

em frutos colhidos de todas as idades, ndo diferiu da incidéncia da doenca nos frutos no ponto
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de colheita (método padrdo). Nas areas 2, 5 e 8, a incidéncia da doenca em frutos da idade 3
ndo diferiu da estimada pelo método padrdo. Nas areas 3 e 6, frutos nas idades 3, 4 ¢ 5
apresentaram mesma incidéncia da doenga que a verificada no tratamento padrao (Tabela 6).
Pelo método do Ethrel, constataram-se efeitos das idades, em todas as areas. A incidéncia da
doenca em frutos colhidos nas idades 4 ¢ 5, na area 1, nao diferiu da incidéncia da doenga nos
frutos no ponto de colheita. Nas areas 2, 7, 8 e 10, a incidéncia da doen¢a em frutos da idade
3 ndo diferiu da estimada pelo método padrdo. Na area 4, frutos nas idades 3, 4 ¢ 6
apresentaram mesma incidéncia da doenga que a verificada no tratamento padrdo. Na éarea 6,
frutos na idade 3 e 4, apresentaram mesma incidéncia da doenca que a verificada no
tratamento padrao. Na area 9, frutos nas idades 3, 4 e 5 apresentaram mesma incidéncia da
doenca que a verificada no tratamento padrao (Tabela 6).

Em 8 4reas, ndo foi constatada a antracnose, portanto, ndo se determinou a melhor
idade para detec¢ao das infecgdes quiescentes dessa doenca. Para a deteccdo pelo método
Paraquat, constataram-se efeitos das idades apenas na area 2 (P < 0,0001). Nas areas 1 ¢ 2, a
incidéncia média da antracnose foi 4,69% e 17,18%, respectivamente. A incidéncia da
antracnose em frutos da idade 4 na area 1 ndo diferiu da incidéncia da doenga nos frutos
submetidos ao método padrao (ponto de colheita). Pelo método Ethrel, constataram-se efeitos
das idades apenas na area 2 (P < 0,0001). A incidéncia da antracnose em 9 areas foi zero € na
area 2, a incidéncia foi 15,62%. A incidéncia da doenca em frutos de todas as idades,
colhidos na area 2, diferiu da incidéncia da doenca nos frutos submetidos ao método padrdo
(ponto de colheita).

Para a podridao peduncular, a incidéncia da doenga em frutos de todas as idades foi
similar a estimada nos frutos no ponto de colheita. Houve efeito de idade na incidéncia da
podridao peduncular apenas na area 5 (P= 0,0004), quando a doenca foi detectada pelo
método Paraquat. A incidéncia da podriddo peduncular em frutos de todas as idades, colhidos
em todas as areas, nao diferiu da estimada no método padrao (Tabela 6). Pelo método Ethrel,
constataram-se efeitos das idades apenas nas areas 2 (P < 0,0001), 4 (P= 0,0034) ¢ 6 (P=
0,0167). A incidéncia da doenca em frutos de todas as idades colhidos nas areas 1, 3,7, 8,9 ¢
10 nao diferiu da estimada nos frutos submetidos ao método padrdo. Nas areas 4, 5 ¢ 6, frutos
nas idades 3, 4 ¢ 5 apresentaram mesma incidéncia da doenga que a verificada no tratamento
padrdo. Na area 2, a incidéncia da doenga em frutos das idades 3 e 4 ndo diferiu da estimada

pelo método padrao (Tabela 6).
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3.3- Influéncia da temperatura na deteccéo de infecgdes quiescentes

Para a mancha chocolate, houve interagdo significativa entre temperatura ¢ método de
deteccao, em todas as areas. Em frutos oriundos das areas 1, 4 ¢ 5, o método do Ethrel foi
mais eficiente em detectar as infecgdes quiescentes do que os frutos sem tratamento. Nos
frutos colhidos das areas 2 e 3, ndo se detectaram infecgdes com Ethrel. A temperatura
influenciou o método Ethrel nas areas 1, 3, 4 e 5. Em frutos provenientes da area 2, nao
houve efeito da temperatura sobre o método, mas a incidéncia da doenca em frutos no ponto
de colheita variou com a temperatura. Nas areas 1 e 5, observou-se que a 31 °C as estimativas
de incidéncia pelo método do Ethrel foram similares as obtidas com frutos no ponto de
colheita (Figura 4). Em 3 das 5 areas, os métodos Ethrel e os frutos sem tratamento,
subestimaram a probabilidade de detectar a doenca (RR < 1), quando comparados com ao
método padrdo. Entretanto, o Ethrel nas dreas 1 e 5, apresentou risco relativo RR =1, quando
os frutos foram mantidos a 31 e 34°C (Figura 5).

Para a antracnose, houve interagdo entre temperatura ¢ método de detecgdo, nas areas
1 (P =0,0139), 3 (P=0,0013), 4 (P=0,0092) ¢ 5 (P=0,0191). Nessas areas, o método do
Ethrel foi mais eficiente em detectar as infeccdes quiescentes do que os frutos sem
tratamento. Nao houve detec¢do da antracnose quando os frutos oriundos da area 2 foram
tratados com Ethrel. Novamente, a excecdo da area 2, a temperatura influenciou a detecg¢ao
da doenca pelo método Ethrel em frutos obtidos das areas 1, 3, 4 e 5. A incidéncia da doenga
em frutos no ponto de colheita foi influenciada pela temperatura de incubagdo, nas areas 1, 2
¢ 5 (Figura 4). Na area 1, observou-se que a 28 ¢ 31°C, o método do Ethrel se igualou aos
frutos no ponto de colheita. Na maioria das areas, os métodos Ethrel e Sem tratamento, em
todas as temperaturas, subestimaram a probabilidade de detectar a doenca (R < 1), quando
comparados ao método padrdo. Entretanto, frutos das areas 1 e 5, tratados com Ethrel
apresentaram risco relativo R=1, a 28 ¢ 31°C (Figura 5).

Para a podridao peduncular, houve interacao significativa entre temperatura*método
de detecgdo, em todas as areas. Nas areas 2, 3, 4 ¢ 5, o método do Ethrel foi mais eficiente em
detectar as infeccdes quiescentes do que os frutos sem tratamento (Figura 4). Na area 1, o
método do Ethrel permitiu detectar incidéncia similar a estimada em frutos sem tratamento.
A temperatura influenciou o método Ethrel nas areas 1, 2, 4 ¢ 5. Os frutos no ponto de
colheita foram influenciados pela temperatura, nas areas 1, 2 ¢ 5. Na area 1, os métodos
superestimaram a doenga, € a 31 °C a incidéncia em frutos no ponto de colheita foi similar a

registrada pelos outros métodos (Figura 4). Em todas as areas, o método Ethrel, em todas as
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temperaturas, superestimou (RR > 1) ou apresentou risco igual (RR=1) para a probabilidade
de detectar a doenga quando comparados ao método padrdo. O método Sem tratamento

subestimou a doenga (RR <1), na maioria das areas (Figura 5).

4.Discussao

Este foi um estudo pioneiro, conduzido com o objetivo de avaliar a eficiéncia de
diferentes métodos (Hipoclorito, Etanol, Paraquat e Ethrel), e idades (3, 4, 5 ¢ 6 semanas
antes da colheita) e de temperaturas (22, 25, 28, 31 e 34 °C) para detectar as infecgdes
quiescentes causadas por Colletotrichum spp. em frutos de mamao. Os métodos Paraquat e
Ethrel foram considerados os mais adequados, pois para todas as doencas, as probabilidades
de detectar as infecgdes quiescentes foram iguais ao método padrdo. Para a deteccdo da
antracnose, resultados mais satisfatorios foram obtidos com a utilizagdo do Ethrel. A
tendéncia de os dois métodos correlacionarem ou superestimarem as doengas, quando
comparados aos frutos no ponto de colheita foi constatado em outros estudos (Barmore &
Brown, 1985; Sinclair, 1991; Biggs, 1995; Adaskaveg et al., 2000). Uma possivel explicagado
¢ que o Ethrel intensifica os processos envolvidos na maturacao dos frutos, como aumento na
produgdo de agucares, da respiracdo e producdo de etileno, reducdo de compostos pré-
formados e 4cidos organicos favorecendo a expressao das infecgdes quiescentes nestes frutos
(Pessarakli, 2001).

Os métodos de deteccdo considerados mais adequados neste estudo foram utilizados
em varios patossistemas, principalmente em infec¢des quiescentes em frutos temperados,
como magd e cereja (Biggs, 1995; Valdebenito-Sanhueza et al., 2005; Adaskaveg et al.,
2000), mas até o presente estudo ndo haviam sido avaliados em frutos tropicais. Além desses
métodos, existem outros mais sensiveis como o PCR (Parikka & Lemmetty, 2004). Apesar
desta vantagem, o PCR ainda ndo ¢ amplamente acessivel, principalmente se os produtores,
mesmo aqueles que empregam mais tecnologias, quiserem implementd-lo. Dada a
simplicidade e baixo custo quando comparados aos métodos baseados em PCR, os avaliados
no presente trabalho permitirdo avaliar a incidéncia da doenca mais rapidamente. A avaliagdo
da eficiéncia de determinada pratica de controle ou a previsao de problemas futuros quanto a
qualidade fitossanitaria em pos-colheita poderdo se beneficiar da eficacia dos métodos de
deteccao baseados no Ethrel e Paraquat. Adicionalmente, destaca-se que mesmo trabalhando

com patossistema distinto daqueles em que haviam sido testados, os métodos foram capazes
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de detectar as infecgdes quiescentes, o que demonstra certa versatilidade de uso. E possivel
que os métodos possam, inclusive, serem utilizados para outras doengas do mamao, como o
complexo de podriddes pedunculares.

A idade dos frutos influenciou a detecgdo das infec¢des causadas por Colletotrichum
spp. em frutos de mamao. Para a mancha chocolate, observou-se que em ambos os métodos,
houve correlagdo entre a incidéncia da doenca em frutos imaturos, colhidos 3 semanas antes
do ponto ideal de maturagio, e a incidéncia em frutos no ponto de colheita. E sabido que, no
processo de desenvolvimento e maturagdo dos frutos ocorrem varias mudangas fisioldgicas e
bioquimicas (Pessarakli, 2001). Concomitantemente, ocorre a expressao da infeccdo, para
suplantar a fase de quiescéncia (Verhoeff, 1974; Prusky, 1996). A trés semanas antes da
colheita, os frutos podem apresentar condi¢des fisiologicas mais proximas as dos frutos no
ponto de colheita do que as apresentadas pelos frutos nas idades 4, 5, e 6 (Prusky, 1996;
Pessarakli, 2001), o que pode ter favorecido a deteccdo das infecgdes quiescentes pelos
métodos Paraquat e Ethrel. Como a incidéncia da antracnose, na maioria das areas foi zero,
ndo se pode determinar qual a melhor idade para deteccao das infecgdes. Para a podridao
peduncular, independentemente da idade, o método foi eficiente em detectar as infecgdes
quiescentes.

Estes resultados tém implicacdes praticas, pois a maioria dos pequenos produtores de
mamao do Estado da Paraiba repassa sua producdo para grandes empresas. Estas empresas
prezam pela qualidade dos produtos que comercializam logo a utilizagdo de métodos que
detectem precocemente as infecgdes quiescentes sdo importantes por permitirem avaliar a
condig¢do sanitaria dos frutos e subsidiarem a tomada de decisdo quanto a implementagdo ou
nao de medidas de controle. A utilizacdo de métodos que superestimem as infecgdes, em
frutos com 3 semanas antes da colheita, proporcionam seguranga adicional para que
tratamentos na pds-colheita sejam realizados de forma mais racional.

Na maioria das éreas, a incidéncia da podridao peduncular foi maior que a das outras
doengas, similar ao constatado em outros estudos no mesmo patossistema (Dickman &
Alvarez, 1983; Suzuki et al., 2007). As diferencas, com relagdo a incidéncia das doengas,
podem estar relacionadas a estratégia de infecgdo, fisiologia do hospedeiro, manejo
empregado na cultura, bem como a condi¢des ambientais (Dickman & Alvarez, 1983; Luo &
Michailides, 2001; Pessarakli, 2001).

A mancha chocolate ocorreu em maior frequéncia que a antracnose. Sob condicdes
ainda ndo bem estabelecidas, o hospedeiro em resposta a infecgdo por Colletotrichum spp.

produz substancias, como a calose. Portanto, a infec¢do fica restrita as regides mais
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superficiais, resultando em sintomas tipicos da mancha chocolate (Ventura et al., 2003). O
fato de terem sido colhidos frutos imaturos (3 semanas antes do ponto de colheita) pode ter
levado o desenvolvimento de infecgdes mais superficiais, o que favorecia o desenvolvimento
da mancha chocolate. Contudo nio se pode descartar o envolvimento de algum mecanismo
de defesa do hospedeiro, que impediu as infecgdes do patogeno (Dickman & Alvarez, 1983;
Tatagiba et al, 2002). Ainda existe a influéncia do manejo e do nivel tecnologico das areas de
mamao. Por exemplo, nas pequenas areas de cultivo, algumas praticas basicas de manejo
como a remocdo de plantas e folhas contaminadas sdo negligenciadas. Em contraste, nas
grandes empresas estas praticas sdo adotadas e, além disso, tratamentos pds-colheita em
packing-houses sdo procedimentos rotineiros. Estas diferengas entre as areas de cultivo
podem ter colaborado para que a incidéncia das doencas fosse distinta.

Neste estudo, a eficiéncia do método do Ethrel foi temperatura-dependente. Houve
maior eficiéncia quando os frutos foram mantidos de 25 a 31 °C. Sob temperaturas extremas,
observou-se baixa eficiéncia do método. Esta faixa de maior eficiéncia coincide tanto com a
temperatura ideal para a acdo do etileno (Lapeyre de Bellaire et al., 2000), bem como para o
desenvolvimento de Colletotrichum spp. em frutos (Pandey et al, 1997). Além disso, com
Ethrel detectou-se a doenga de forma efetiva, pois a incidéncia da doenga em frutos sem
tratamento, submetidos as mesmas condi¢cdes de incubagdo, foi menor. Entretanto,
dependendo da doenca, o Ethrel pode subestimar ou superestimar a probabilidade de
detec¢do. Para a mancha chocolate e a antracnose, na maioria das areas, este método
subestimou a deteccdo da doenca. Porém, para a podridio peduncular a tendéncia foi
diferente, o Ethrel superestimou a doenga. E sabido que o Ethrel e Paraquat podem
superestimar doencas (Barmore & Brown, 1985; Sinclair, 1991; Biggs, 1995; Adaskaveg et
al., 2000). No caso da podriddo peduncular, uma das possiveis explicagdes pode estar
relacionada aos processos que ocorrem durante a colheita dos frutos. Geralmente ao destacar
o fruto da planta, o mesmo pode ou ndo conter restos de peciolo. Algumas vezes, no campo,
estes restos sdo destacados dos frutos com facas, o que causa ferimentos na regido do
pedunculo. A agdo conjunta desses ferimentos com o Ethrel pode explicar por que o método
superestimou a doenga, quando se comparou com os frutos no ponto de colheita.

Um método de deteccao de infecgdes deve ser eficiente, de facil execucao e,
preferencialmente, correlacionar a um método padrao (Biggs, 1995; Lapeyre de Bellaire et
al., 2000). Entretanto, o método pode ser afetado pela época de coleta dos frutos, nivel de
inoculo do patdgeno na area, manejo e nivel tecnologico, bem como a variedade de mamao

plantada. Considerando todas essas possiveis influéncias, concluiu-se que, o método Ethrel
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atendeu-se consistentemente a todas essas caracteristicas. Com relacao a fase de maturagao, ¢
possivel amostrar frutos imaturos (3 semanas antes da colheita) e detectar as infec¢des, pois
nesta idade, o patdgeno encontra-se estabelecendo as relagdes parasitarias, e praticas de
manejo ainda podem ser adotadas. Entretanto, dependendo da temperatura, a eficiéncia do
Ethrel pode ser comprometida. Portanto, recomenda-se sua utilizagdo, em conjunto com o
posterior armazenamento dos frutos de 25 a 31 °C, para que a eficiéncia do produto seja

obtida.
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Tabela 1- Caracteristicas das areas de cultivo de mamao no Estado da Paraiba e Pernambuco de onde foram obtidos os frutos utilizados nos

experimentos.
Areas Fazenda Municipic Variedade Localizagéo geografica Caracteristicas da area Més/Ano
Irrigagdo por microaspersao
Santa Terezinha =~ Mamanguap: S 06° 46'27,4"
1 Golden Coleta de frutos e folhas contaminadas Abril/2008
(Fazenda 4) (PB) W 035° 08'46,3"
Incidéncia de virus
Mamanguap: o ) S 06°46°43,3”° Propriedade de pequeno produtor )
2 Santa Cruz Baixinho de Santa Amalia ) ) ) Maio/2008
(PB) W 035°09°51,7” Nenhuma pratica de manejo, s6 pulverizagdo
Santa Terezinha =~ Mamanguap: S 06° 46'27,4" Irrigagdo por microaspersao )
3 Golden ] Maio/2008
(Fazenda 4) (PB) W 035° 08'46,3" Presenga de alguns frutos e folhas contaminadas
Santa Terezinha =~ Mamanguap: S 06° 27'4" Irrigagdo por microaspersao
4 Golden Junho/2008
(Fazenda 5) (PB) W 035° 08'46,3" Adubagao a cada 3 meses
Irrigagdo por microaspersao
Alhandra S 07 22'04.6" i g P P
5 Sao José Baixinho de Santa Amalia Area com incidéncia de podridao de Phytophthora, variolae = Setembro/2008
(PB) W 034 55'01.6" ,
antracnose; Area sem nenhuma capina
Itapissuma S 07°42'32,6" Propriedade de assentamento
6 Assentamento Umbu Baixinho de Santa Amalia Setembro/2008
(PE) W 034° 56'16,5" Nenhuma pratica de manejo, s6 pulverizagio
Santa Terezinha ~ Mamanguap: S 06° 4627,4" ) )
7 Golden Irrigagdo por microaspersao Outubro/2008
(Fazenda 4) (PB) W 035° 08'46,3"
Santa Terezinha ~ Mamanguap: S 06° 27'4" Irrigagdo por microaspersao
8 Golden Outubro/2008’
(Fazenda 5) (PB) W 035° 08'46,3" Adubagao a cada 3 meses
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Tabela 1- Continuagao

) Caapora o ) S 07°30'18,0" Irrigagdo por microaspersao
9 Aquarius Baixinho de Santa Amalia ) Outubro/2008
(PB) W 034° 56'11,6" Coleta de frutos e folhas contaminadas
Santa Terezinha Mamanguape S 06° 46'27,4" Irrigag@o por microaspersao
10 Golden ) Outubro/2008
(Fazenda 4) (PB) W 035° 08'46,3" Coleta de frutos e folhas contaminadas
Santa Terezinha Mamanguape S 06° 27'4" Irrigag@o por microaspersao
11 Golden Outubro/2008
(Fazenda 5) (PB) W 035° 08'46,3" Adubagao a cada 3 meses
Caapora S 07°30'18,0" Irrigag@o por microaspersao
12 Aquarius Baixinho de Santa Amalia Outubro/2008
(PB) W 034° 56'11,6" Coleta de frutos e folhas contaminadas
S 07 22'04.6" Irrigagdo por microaspersao
13 Sao José Alhandra (PB)  Baixinho de Santa Amalia , ) Novembro/2008
W 034 55'01.6" Area sem nenhuma capina
o ) S 0724'19.9" Irrigag@o por microaspersdo
14 Acat Alhandra (PB)  Baixinho de Santa Amalia ) Novembro/2008
W 034 54'30.3" Presencga de alguns frutos e folhas contaminadas
- o ) S0721'25.8" Irrigagdo por microaspersao
15 Andrezza Pitimbu (PB)  Baixinho de Santa Amalia , ) Novembro/2008
W 034 49'11,3" Area sem nenhuma capina
o ) S 07 22'04.6" Irriga¢do por microaspersdo
16 Sao José Alhandra (PB)  Baixinho de Santa Amalia , Novembro/2008
W 034 55'01.6" Area sem nenhuma capina
o ) S 0724'19.9" Irriga¢do por microaspersdo
17 Acau Alhandra (PB)  Baixinho de Santa Amalia Novembro/2008
W 034 54' 30.3" Presenca frutos e folhas contaminadas
Irrigacdo por microaspersao
S07 00' 26.0" £ P P
18 Jacaratina Santa Rita (PB) Golden Presenga frutos e folhas contaminadas Dezembro/2008
W 034 59'16,8"

Area sem capina
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Tabela 1- Continuagao

Santa Terezinha S 06°46'27,4" Irrigacdo por microaspersao
19 Mamanguape (PB Golden ) Dezembro/2008
(Fazenda 4) W 035° 08'46,3" Coleta de frutos e folhas contaminadas
Santa Terezinha S 06°46'27,4" Irrigacdo por microaspersao
20 Mamanguape (PB Golden ) Margo/2009
(Fazenda 4) W 035° 08'46,3" Coleta de frutos e folhas contaminadas
o Irrigagdo por microaspersao
Baixinho de Santa S 0724'19.9" . )
21 Acau Alhandra (PB) ) Presenca de virus; Area muito adensada Margo/2009
Amalia W 034 54'30.3" )
Presencga de frutos e folhas contaminadas
Irrigagdo por microaspersao
p  SwmaTeresmha (PB 5 06" 274" Area adubad di Abril/2009
amanguape 0 MOA £ A rea adubada a poucos dias ri
(Fazenda 5) guap Golden W 035° 08'46,3 p
Presencga de frutos e folhas contaminadas
Baixinho de Santa S0721'25.8" Irrigag@o por microaspersao
23 Andrezza Pitimbu (PB) Abril/2009
Amalia W 034 49'11,3" Presenca de frutos e folhas contaminadas
S07 00' 26.0" Irrigacdo por microaspersao )
24 Jacaratna Santa Rita (PB) Golden ) Maio/2009
W 034 59'16,8" Presenca de frutos e folhas contaminadas
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Tabela 2- Tratamentos utilizados para detec¢ao de infec¢des quiescentes em frutos de mamao.

Cada tratamento foi aplicado a 8 frutos imaturos (exceto ao tratamento testemunha e controle).

Tratamento Descricéo
Imersdo por 4 min em solug@o de hipoclorito de sodio (1,5% de cloro ativo)
: + Tween 20 a 0,05%, seguido de duas lavagens em agua destilada esterilizada.
Imersdo por 4 min em solug@o de hipoclorito de sodio (1,5% de cloro ativo), seguido da
2 imersdo por 2 min em solucdo de paraquat (6ml/L i.a) + Tween 20 a 0,05%.
Imersdo por 30 s em solugdo de etanol (70%), seguido de duas lavagens em agua
3 destilada esterilizada.
Imersdo por 4 min em solugdo de hipoclorito de sodio (1,5% de cloro ativo), seguido da
4 imersdo por 2 min em solucao de ethrel 720 (1,2ml/L i.a.) + Tween 20 a 0,05%.
5 Testemunha (sem nenhum procedimento de imersao e/ou lavagem)
6 Controle (frutos no ponto de colheita, sem nenhum procedimento de imersao e/ou

lavagem)

Tabela 3- Tabela de frequéncia da incidéncia das doengas (mancha chocolate, antracnose e
podridao peduncular) em frutos de mamao, comparando-se um método padrao (frutos no ponto

de colheita) com um método alternativo (frutos imaturos submetidos a diferentes métodos de

deteccao).
Incidéncia da doenca
, i Total
Método Nao Sim
Padrido ni nia 24
Alternativo o1 Nnoy 24
Total n n;
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Tabela 4- Valores de x” para homogeneidade obtidos da propor¢io entre os métodos para cada doenga e dentro de cada area.

Valores entre parénteses representam o valor P.

Doencas Area
1 2 3 4 5 6 7 8 9
Mancha chocolate 12,56 023 09 015 006 032 0,06 28 4,38
(0,028)  (0,999) (0,970) (1,000) (1,000) (0,997) (1,000) (<0,001) (0,430)
Antracnose 25,56 894 1881 11,85 12,12 19,18 5,16 48 50
(<0,0001) (0,111) (0,002) (0,037) (0,033) (0,002) (0,397) (<0,001) (<0,001)
Podridao peduncular 0,06 0,06 0,14 2,48 0,21 0,17 0,14 10,88 0,15

(1,000)  (1,000) (1,000) (0,779) (1,000) (1,000) (1,000) (0,054)  (1,000)

Tabela 5- Resumo das analises de risco relativo (RR) para mancha chocolate (MC), antracnose (A) ¢ podriddo peduncular (PP),

realizadas em 9 areas com a comparagao da probabilidade de detec¢dao de cada método (risco) em relagdo ao controle.

% de vezes com relacéo ao controle

RR >1 (superestimacéao) RR =1 RR <1 (subestimacéao)
Método MC A PP MC A PP MC A PP
Testemunha 0 0 0 66,66 22,22 88,88 33,33 77,77 11,11
Hipoclorito 0 0 0 77,77 33,33 88,88 22,22 66,66 11,11
Etanol 0 0 0 100 55,55 100 0 44,44 0
Paraquat 0 0 0 88,88 71,77 100 11,11 22,22 0
Ethrel 0 0 0 71,77 33,33 88,88 22,22 66,66 11,11
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Tabela 6- Incidéncia média (%) da mancha chocolate (MC) e podriddo peduncular (PP) em frutos de diferentes idades (3, 4, 5 ¢ 6
semanas antes da colheita), submetidos aos métodos Paraquat (PQ) e Ethrel (ETH) em 10 areas de cultivo. Valores na linha inferior
representam a incidéncia estimada de frutos no ponto de colheita (controle). Valores em negrito indicam diferenga significativa (5% de
probabilidade) em relagdo ao controle, de acordo com o teste de Dunnet.

Idades
3 4 5 6
A MC PP MC PP MC PP MC PP

reas PQ ETH PQ ETH PQ ETH PQ ETH PQ ETH PQ ETH PQ ETH PQ ETH
93,75 100 100 100 93,75 31,25 100 93,75 75 56,25 100 100 62,50 6,25 87,50 93,75

1 56,25 56,25 100 100 56,25 56,25 100 100 56,25 56,25 100 100 56,25 56,25 100 100
100 93,75 100 100 43,75 56,25 100 87,50 25 6,25 87,50 43,75 31,25 6,25 93,75 18,75

2 100 100 100 100 100 100 100 100 100 56,25 100 100 100 56,25 100 100
87,50 37,50 100 87,50 93,75 12,50 100 93,75 75 0 100 87,50 18,75 6,25 100 87,50

3 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100
4 93,75 18,75 100 81,25 81,25 50 68,75 87,50 81,25 0 87,50 75 56,25 6,25 68,75 31,25
12,50 12,50 93,75 93,75 12,50 12,50 100 93,75 12,50 12,50 100 93,75 12,50 12,50 100 93,75
5 68,75 1250 93,75 50 25 0 18,75 68,75 12,50 0 75 81,25 31,25 6,25 68,75 37,25
93,75 93,75 93,75 93,75 93,75 93,75 93,75 93,75 93,75 93,75 93,75 93,75 93,75 93,75 93,75 93,75
93,75 100 93,75 93,75 75 68,75 100 87,50 62,50 25 93,75 93,75 25 0 87,50 68,75

6 93,75 93,75 100 100 93,75 93,75 100 100 93,75 93,75 93,75 100 93,75 93,75 93,75 100
7 100 62,50 100 100 100 93,75 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100
50 50 93,75 93,75 50 50 93,75 93,75 50 50 93,75 93,75 50 50 93,75 93,75

8 68,75 37,75 93,75 81,25 18,75 6,25 68,75 87,50 12,50 0 68,75 75 18,75 0 93,75 75
68,75 68,75 93,75 93,75 68,75 68,75 93,75 93,75 68,75 68,75 93,75 93,75 68,75 68,75 93,75 93,75

9 100 75 100 100 100 68,75 100 100 81,25 68,75 100 100 87,50 50 100 100
87,50 87,50 100 100 87,50 87,50 100 100 87,50 87,50 100 100 87,50 87,50 100 100
10 87,50 62,50 100 100 62,50 31,25 100 93,75 56,25 31,25 100 93,75 75 0 100 93,75

100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100
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Figura 3- Diagramas em caixa do numero de frutos com podriddo peduncular, em 9 areas de cultivo, submetidos a diferentes métodos
(PC=ponto de colheita, ST=sem tratamento, HIP= hipoclorito, PQ= paraquat, ETA= etanol, ETH= ethrel). Painéis de A a I, areas 1 a 9,
respectivamente. Barras representam o desvio padrao da média.
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Incidéncia das doencas
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Temperaturas

Figura 4- Efeito da temperatura na incidéncia das doengas pelo método Ethrel e “Sem tratamento”, em relagdo a frutos no ponto de colheita, para

deteccdo de infecgdes quiescentes de Colletotrichum spp.. Painéis A a E: risco relativo em cada temperatura para deteccdo de mancha chocolate em
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Figura 5- Risco relativo das infecgdes quiescentes de Colletotrichum spp. em frutos de

mamao, nas cinco areas, sob a influéncia de diferentes temperaturas. Se RR=1, a

probabilidade de um método detectar a infec¢ao € similar & do método padrdo; se RR <1 ou

RR >1, a probabilidade de um método subestimar ou superestimar a doenga, com relacdo ao

método padrao, respectivamente. Painéis A, C e E referem-se a mancha chocolate, antracnose

e podridao peduncular em frutos tratados com Ethrel, respectivamente. B, D e F: mancha

chocolate, antracnose e podridao peduncular, em frutos nao tratados, respectiv:
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CAPITULO 2

Distribuicéo espacial e tamanho de amostras para deteccdo de infecgdes de
Colletotrichum spp. em frutos de maméao

Christiana F.B. Silva, Sami J. Michereff, Luiz A. Maffia & Eduardo S.G. Mizubuti

1- Introducéo

No mamoeiro, grandes perdas sdo ocasionadas pelas doengas: antracnose, mancha
chocolate e podriddo peduncular, causadas por Glomerella cingulata (Stonem.) Spauld. &
Von Schrenk [anamorfo: Colletotrichum spp. (Penz) Penz & Sacc] (Bailey & Jeger, 1992;
Alvarez & Nishijima, 1987). Colletotrichum spp. pode permanecer em estado de quiescéncia
no fruto imaturo, até que as condigdes sejam favoraveis ao desenvolvimento dos sintomas
(Sommer, 1982; Prusky, 1996). A ocorréncia de infec¢do quiescente dificulta a realizagdo de
estudos epidemiologicos como os voltados para estabelecimento de relacdo densidade de
inéculo — intensidade de doenca; determinagdo do periodo latente; e principalmente trabalhos
de amostragem, para o estabelecimento de métodos e tamanho de amostras.

A amostragem, no contexto do estudo de epidemias de doengas de plantas, ¢ uma das
atividades mais importantes (Campbell & Madden, 1990; Campbell & Neher, 1994; Neher &
Campbell, 1997). Com um tamanho de amostras adequado, estimativas representativas das
caracteristicas de uma doenc¢a numa populacdo de plantas podem ser obtidas (Campbell &
Madden, 1990). Para desenvolver um plano de amostragem, ¢ necessario conhecer o
patossistema a ser amostrado, definir que dados serdo obtidos, o grau de precisdo desejado e
utilizar racionalmente o tempo e/ou os recursos financeiros disponiveis (Cochran, 1963;
Campbell & Duthie, 1989; Campbell & Neher, 1994). Além disso, € necessario adequar
requerimentos biologicos e estatisticos (Campbell & Duthie, 1989; Campbell & Neher, 1994).
Com relagdo a metodologias para o estabelecimento de tamanho das amostras, primeiramente
deve-se ajustar uma distribui¢do estatistica aos dados obtidos. Posteriormente, com os indices
de dispersao calculados e distribuicdo ajustada, o tamanho das amostras pode ser obtido
coerentemente por meio de equagdes utilizando o coeficiente de variacdo ou distribuicdes de

probabilidade (Campbell & Madden, 1990; Madden et al., 2007).
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Poucos sdo os estudos em Fitopatologia que contemplam uma metodologia coerente
para determina¢do do tamanho das amostras para doencas (Madden & Hugges, 1999). Ha
estudos em que se determinaram tamanhos das amostras para deteccdo de doencas utilizando
as distribui¢des de probabilidade (Turechek & Madden, 1999; Wheeler et al., 2000). Em
outros casos, o tamanho de amostras foi determinado especificando a confiabilidade
(Czermainski & Valdebenito-Sanhueza, 2001). Além da obtencdo do tamanho das amostras
em um determinado momento, o estudo da dindmica das doencas em épocas diferentes pode
contribuir para melhor entendimento de epidemias (Wu et al., 2001; Wheeler et al., 2000).
Porém, na pos-colheita, trabalhos para determinagdo do tamanho de amostras ainda sao
escassos, principalmente quando infecgdes quiescentes ocorrem. Os objetivos desse estudo
foram identificar o padrdo de distribui¢do espacial das doengas causadas por Colletotrichum
spp. em frutos de mamao, nas épocas chuvosa e seca e propor o tamanho da amostra ideal

para viabilizar a utilizacdo do método de detecg¢ao de infecgdes quiescentes.

2. Material e Métodos

2.1- Areas e esquema de amostragem

De julho a dezembro de 2009, foram realizadas amostragens de frutos em cinco areas
de cultivo em trés microrregides do Estado da Paraiba (Figura 1), nas épocas: chuvosa (julho
a setembro) e seca (outubro a dezembro).

Em cada area, foi delimitada uma subarea de aproximadamente 2 ha (100 x 200m),
localizada no centro do talhdo. Em cada subarea, amostrou-se uma linha de plantio, saltaram-
se trés e assim sucessivamente, até que seis linhas fossem amostradas, por subarea. Em cada
linha amostraram-se cinco plantas contiguas (unidade amostral que constituia um quadrat),
saltaram-se 10 plantas e assim sucessivamente até amostrarem-se cinco quadrats por linha.
Em cada subarea, amostraram-se 30 quadrats. Em cada planta, coletaram-se dois frutos
imaturos a 3 semanas antes da colheita, totalizando 10 frutos por quadrat (Figura 2). Os frutos

de cada planta foram acondicionados em sacos plésticos e levados ao laboratorio.
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2.2- Tratamento dos frutos e avaliacdo das doencas

Em condi¢des de laboratério, os 10 frutos imaturos de cada quadrat, foram
submetidos a0 método de detec¢ao do Ethrel. O tratamento consistiu em imersdo dos frutos
por 4 min em solugdo de hipoclorito de sodio (1,5% de cloro ativo), seguido da imersao por 2
min em solucdo de Ethrel 720 (1,2 ml/L i.a.) + Tween 20 a 0,05%. O tratamento foi aplicado
24 h ap6s a colheita.

Apos o tratamento, os frutos foram secos em condigdes assépticas e depositados em
bandejas plésticas (28 cm x 19 cm x 11 cm) forradas com quatro camadas de papel toalha e
embebidas com 100 mL de 4gua destilada. Cada fruto foi colocado sobre uma tampa de placa
de Petri esterilizada, para evitar contato direto com a agua.

As bandejas foram acondicionadas em sacos plasticos e mantidas sob luz fluorescente
(200 lux) a 25+2 °C. Apos oito dias, os frutos foram inspecionados ¢ as doengas identificadas
pelo exame ao microscopio de luz, de laminas contendo os conidios e/ou pela realizagdo de
1solamentos dos patdgenos. A incidéncia das doencgas foi determinada pelo niimero de frutos

doentes, em relagdo ao total de frutos amostrados por quadrat.

2.3. - Incidéncia da mancha chocolate e antracnose

Para cada doenca, plotaram-se histogramas da frequéncia de niumero de frutos doentes
em cada classe de incidéncia. Para a mancha chocolate as classes foram: 0, 10-20, 21-40, 41-
60, 61-80 e > 81%. Para a antracnose as classes foram: 0, 10-20, 21-30, 31-40, 41-50, 51-60 e
> 61%.

Para a incidéncia das duas doengas, compararam-se os efeitos das areas, nas €pocas
chuvosa e seca. Posteriormente, para cada area, compararam-se as duas épocas. As
comparagdes entre areas e ¢épocas nos quadrats foram realizadas com o teste t-Student (o =

0,05). Todas as analises foram realizadas com o Programa R (versao 2.10.1).
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2.4- Distribuicéo espacial das doengas

O padrao de distribuicdo das doengas, aleatorio ou agregado, foi inferido com base em
indices de dispersdo (Griffiths, 1973; Hugges & Madden, 1993; Madden & Hugges, 1995;
Krebs, 1998; Copes et al., 2001), conforme descrito a seguir:.

a) Relagdo variancia/media se r > 1, o padrdo da doenca ¢ assumido ser agregado; ser=1 0

padrdo ¢ aleatorio; e r <1 o padrdo ¢ regular.

X
. . LI
b) Indice de Lloyd (L1)= s’ |e indice de “Patchiness” de Lloyd (LIP)= R Quando o
[ X —1]

valor de LIP for > 1, o padrao da doenga ¢ assumido ser agregado; se LIP = 1 o padrao ¢

aleatorio; e se LIP <1 o padrao ¢é regular.

Também se ajustaram as distribuicdes de Poisson, Beta-binomial ou Binomial
negativa aos dados pelo método da maxima verossimilhanca e estimaram-se os parametros de
cada distribui¢do. O ajuste das distribui¢des Poisson e Binomial negativa aos dados foram
verificados pelo teste de qui-quadrado (Krebs, 1998). Para a Beta-binomial, utilizou-se o teste
de maxima verossimilhanga (Hugges & Madden, 1993). Todos os testes foram realizados a
5% de significancia e as andlises foram realizadas utilizando-se o Programa R (versdo

2.10.1).

¢) Indice de agregacéo (K) para distribuicdo binomial negativa: estimado pelo método da
maxima verossimilhanca. Quando o valor de K for > 1, o padrao da doenca ¢ agregado; se k

=1 o padrao ¢ aleatdrio; e se k < 1 o padrao ¢ regular.
d) Indice de agregacdo para a distribuicdo Beta-binomial: estimado pelo método da

maxima verossimilhanga. Quando o valor do indice de agregacdo for maior que zero, o

padrdo da doenca ¢ agregado; valores menores que zero indicam padrdo aleatdrio.
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A partir do ajuste da melhor distribuicao, foi calculado o tamanho da amostra ideal
para mancha chocolate e antracnose. O tamanho da amostra foi calculado com baseado no

coeficiente de variagdo e na probabilidade associada a uma distribuigao z.

e) Confiabilidade definida pelo coeficiente de variac¢éao (CV)

Definiram-se, a priori, dois niveis de confianga P=0,10 e P=0,20. Para a antracnose ¢
mancha chocolate, o tamanho das amostras foi calculado da seguinte maneira (Madden et al,

2007):

A

k+Y . . .
=—= Binomial negativa
YkCV?
1—v
= m Beta-binomial
(nycv?)
N = (VC;VZ) Poisson
Onde:

k = estimador do indice de dispersdo para a distribui¢do binomial negativa;
Y =incidéncia média da doenca
CV = coeficiente de variagao (CV = 0,10 ou 0,20)
y = proporcao da incidéncia média da doenca
0
deff =1+ p(n—1); p= (ﬁj’ 0 = indice de agregacao para a distribui¢do beta-binomial

n = namero de observagoes

f) Confiabilidade definida por probabilidades associadas (z)
Definiram-se, a priori, dois niveis de precisdo P =0,80 e P =0,90, associados a uma

distribuicdo z e, para cada distribuicdo, por doenca, as seguintes formulas foram utilizadas

(Madden et al, 2007):
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A
=\\§ I\ H inomial negativa

N CE ))Iza/z

2
j Beta-binomial

ny H
2
1Yz,
N = Y:J( I-f] Poisson
Onde:

Zyjo= probabilidade bilateral (Pc = 0,80, z=1,29; Pc = 0,90, z = 1,65)
H= propor¢ao da média a 10 e 20%

2.5- Incidéncia da podridao peduncular

Para a incidéncia da podriddo peduncular, foram construidos histogramas da
frequéncia do nimero de frutos doentes. Para tal, delimitaram-se as seguintes classes de
incidéncia: 0, 10-60; 61-70; 71-80; 81-90 e > 91%. Contudo, ndo se ajustou uma distribui¢cdo
aos dados, uma vez que os valores de incidéncia geralmente variaram de 90 a 100% nos
quadrats, em quatro das cinco areas. Considerou-se que a distribui¢dao uniforme foi adequada,
mas os dados nao foram analisados para o tamanho de amostras.

Obteve-se a incidéncia por quadrat, por area, e a incidéncia média total da area
amostrada. Realizou-se a comparagdo entre as areas em cada época, chuvosa e seca, e,
posteriormente, a comparagdo foi realizada entre as épocas dentro de cada area. As
comparagdes entre areas e épocas nos quadrats foram realizadas com o teste t-Student (o =

0,05). Todas as andlises foram realizadas utilizando-se o Programa R (versdo 2.10.1).

3. Resultados

3.1- Incidéncia, distribuicdo e tamanho da amostra para mancha chocolate

Nas areas 1, 2, 4 ¢ 5 a incidéncia da mancha chocolate foi significativamente maior na
época chuvosa que na seca (Tabela 1, Figura 3). Na area 3, a incidéncia média da mancha

chocolate na época chuvosa foi menor que na época seca (Tabela 1).
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Considerando a relagdo variancia/média, o padrdao da doenca foi agregado, na maioria
das éreas. As unicas areas onde se obteve padrdo aleatério foram as areas 2 na época
chuvosa; e, 3 na época seca. O mesmo padrdo foi verificado quando o indice de Lloyd foi
calculado (Tabela 2).

As distribui¢des binomial negativa e Beta-binomial foram as que melhor se ajustaram
aos dados de incidéncia da mancha chocolate. Na maioria das areas, as estimativas dos
parametros K (binomial negativa) e a, f (Beta-binomial) foram consistentes com o padrao de
distribui¢do agregado. Pelo indice de agregacdo para a distribui¢do binomial negativa (K), o
padrdo foi agregado para a maioria das areas, exceto para a area 2, na época seca. O indice da
distribuicao Beta-binomial, na maioria das areas, foi maior que zero, indicando padrao
agregado da mancha chocolate no campo. Nao foi possivel calcular os indices de dispersdo da
doenga para a area 5, na época seca, pois nao houve incidéncia da mancha chocolate (Tabela
2). Entretanto, nas areas 1 nas duas épocas; 3, na época seca; 4 na €poca chuvosa ¢ 5 na
época chuvosa, a distribuicao de Poisson também se ajustou aos dados.

A incidéncia da mancha chocolate foi maior na época chuvosa e o tamanho da
amostra para esta época foi menor do que o estimado para a época seca. Na area 3, os
resultados foram opostos ao observado nas demais areas, com maior incidéncia da mancha
chocolate na época seca. Por essa razdo, maior tamanho de amostra foi necessario para a
época chuvosa. Na area 5, ndo foi observada incidéncia da mancha chocolate na época seca
(Figura 4). Independente do modo como foi calculado, coeficiente de variagdo ou por
distribui¢des de probabilidade, quando se utilizou a confiabilidade de 20% obteve-se menores
tamanho de amostras, quando comparadas com a confiabilidade de 10%. Como foi possivel
ajustar uma distribui¢do estatistica aos dados, preferiu-se utilizar o tamanho de amostras

calculado através de distribui¢des de probabilidade.

3.2- Incidéncia, distribuicdo e tamanho da amostra para antracnose

A incidéncia da antracnose foi maior na época chuvosa, que na época seca, a exce¢ao
da éarea 3, em que a incidéncia foi maior na época seca (Tabela 1 e Figura 3). Nao houve
diferenga entre as épocas quando se analisaram as areas 1 e 4. Os valores de probabilidade
(valor de P) para as comparagdes entre as €pocas chuvosa e seca, nas areas 2 ¢ 5 foram

0,0012 e 0,0881, respectivamente.
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Para a antracnose, a relagdo varidncia/média indicou padrao agregado em todas as
areas. O mesmo padrao foi verificado, quando o indice de Lloyd foi calculado (Tabela 2).

O resultado do ajuste de distribuicdo e os célculos de tamanho de amostras (Figura 5)
tiveram tendéncias similares aos descritos para a mancha chocolate em 3.1. Entretanto, nas
areas 2, na época chuvosa e 4, na época seca, a distribui¢do Poisson também se ajustou aos

dados.
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3.3- Incidéncia da podridao peduncular

Nao houve diferenga na incidéncia da podridao peduncular nas épocas chuvosa e seca,
a excegdo da area 5. Quando se compararam as areas amostradas em cada época, observou-se
que na época chuvosa nao houve diferengas entre as areas. Na época seca, a incidéncia foi
maior na area 1 do que na 4 (P=0,0381) e do que na 5 (P=0,0013), maior na 2 do que 5 (P=
0,0019), maior na 3 do que na 5 (P=0,0019) e, maior na 4 do que na 5 (P=0,0311).

4. Discussao

Este foi o primeiro trabalho em que se estudou o padrdo de distribuicdo das doengas
causadas por Colletotrichum spp em frutos de mamao e se propds um tamanho de amostras
adequado a estudos epidemiologicos. E sabido que as infec¢des quiescentes sdo fator
complicador para o manejo das doencgas causadas por Colletotrichum spp. em mamao. Neste
tipo de infecgdo, as avaliagdes do nivel de indculo e estimativas da incidéncia da doenca
normalmente ocorrem somente na fase de maturagcdo (Williamson, 1994; Lapeyre de Bellaire
& Mourichon, 1997; Ishikawa, 2004b). Entretanto, a implementacao tardia destas agdes pode
resultar em interpretacdes erroneas ou atrasadas e as consequéncias para a tomada de decisdao
quanto ao controle das doengas podem ser danosas.

No presente estudo, constatou-se que a incidéncia das doengas variou de acordo com
a area ¢ ¢poca do ano. Varios fatores podem ter contribuido para este resultado, os mais
provaveis seriam: variacdes no tipo de infeccao, fatores de ambiente e praticas de manejo da
cultura. Diferencas, com relacdo a incidéncia da mancha chocolate, antracnose e podriddo
peduncular nas areas amostradas podem estar relacionadas ao tipo de infec¢do. Em todas as
areas, a mancha chocolate ocorreu em maior frequéncia que a antracnose. Sob condigdes
ainda n3o bem estabelecidas, Colletotrichum spp. apresenta infecgdes mais superficiais
resultando em sintomas tipicos da mancha chocolate (Ventura et al., 2003). O fato de terem
sido colhidos frutos imaturos (3 semanas antes do ponto de colheita) pode ter dificultado o
estabelecimento de infecgdes mais profundas, o que levaria ao desenvolvimento da mancha
chocolate. Nao se pode descartar, também, o envolvimento de mecanismos de defesa do
hospedeiro, como a calose, que podem ter impedido o desenvolvimento das infecgdes do

patogeno (Dickman & Alvarez, 1983; Tatagiba et al, 2002).
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Com relagao as diferengas na incidéncia em épocas distintas, fatores relacionados ao
ambiente podem ter influenciado os resultados. Os fatores ambientais, principalmente a agua,
tém papel fundamental na determinagdo da intensidade das doengas (Prusky et al., 1993; Luo
& Michailides, 2001a, b; Ntahimpera et al., 2002). No presente estudo, houve efeito da
estacdo chuvosa na infec¢do por Colletotrichum spp.. Maiores incidéncias da mancha
chocolate foram verificadas na presenca da dgua. Varios estudos ressaltam a importancia da
agua como principal forma de dispersdo dos conidios (Hartung et al., 1981; Dodd et al., 1991;
Pascholati et al., 1993; Hindorf, 2000), na produc¢do do acérvulo (Hindorf, 2000), bem como
na germinacdo dos conidios de espécies de Colletotrichum (Hartung et al., 1981).

O padrao espacial das doengas causadas por Colletotrichum spp. em frutos de mamao
foi agregado em todas as areas e épocas do ano. Para estas doengas, este padrdo espacial era
esperado, pois os conidios de Colletotrichum spp. sdo dispersos pela agua, formando
agregados de doenca no campo. Na época seca, como ocorre redugdo na precipitacdo
pluviométrica, esperava-se arranjo distinto da doenga no campo. Entretanto, como as épocas
chuvosa e seca nao foram tdo definidas durante a condu¢do do trabalho e isso explica, ao
menos em parte, os resultados obtidos neste estudo.

Como o padrao espacial das doencas foi agregado, a principal varidvel que
influenciou no tamanho das amostras foi a incidéncia das doengas. Na maioria das areas, a
incidéncia média na época seca foi menor e houve maior agregacdo, do que na época
chuvosa. Estes resultados influenciaram o tamanho das amostras, ou seja, quanto mais forte
foi a agregacdo, maior o numero de amostras necessarias (Campbell & Madden, 1990). Além
disso, estes resultados podem estar relacionados com a forma de disseminagdo da doenca, nas
diferentes épocas. Na época chuvosa, os respingos de agua colaboram para maior dispersdo
dos conidios (Hartung et al., 1981; Dodd et al., 1991; Pascholati et al., 1993; Hindorf, 2000).
Enquanto que, na época seca, apenas plantas vizinhas, ou seja, agregados de plantas
apresentaram-se doentes.

No Nordeste Brasileiro, a maioria da producdo de mamao nas pequenas propriedades
¢ destinada a grandes empresas. Como essas empresas precisam assegurar a qualidade de
seus produtos para a comercializagdo, o monitoramento da incidéncia de doengas que
apresentam infec¢des quiescentes ¢ de importancia fundamental. Entretanto, estudos sobre a
distribuicdo das doengas pos-colheita e obtencdo do tamanho de amostras em campo, ainda
sdo escassos, principalmente para as infec¢des quiescentes. As informacdes obtidas neste
estudo irdo contribuir para o manejo efetivo dessas doengas, nas condi¢cdes do Nordeste, em

condig¢des de campo.
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Tabela 1 — Valores médios da incidéncia (%) das doengas causadas por Colletotrichum spp. registradas em diferentes areas de cultivo localizadas
no Estado da Paraiba nas épocas chuvosa e seca. O valor da probabilidade apresentado (Valor de P) indica a significancia da diferenga entre

épocas numa mesma area de acordo com o teste t-Student.

Doencas
Areas Mancha chocolate Antracnose Podridao peduncular
Chuvosa Seca ValordeP  Chuvosa Seca ValordeP Chuvosa Seca ValordeP
1 45 24 0,0025 13,67 7,67 0,1296 ns 99 99,67  0,3097 ns
2 59 18 <0,0001 18,67 5,00 <0,0001 98 99,33  0,2760 ns
3 41 60 0,0011 0,67 14,67  <0,0001 99,33 99,33 1,000 ns
4 32 16 0,0025 7,33 533  0,5526 ns 99,33 97,00  0,0937 ns
5 19 0 <0,0001 2,67 0 0,0881 ns 99,33 91,00 0,0019
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Tabela 2 — indices de dispersdo da Mancha chocolate e da Antracnose em diferentes areas e épocas de cultivo do maméo no Estado da Paraiba.

Chuvosa Seca
Areas Areas
Indices/Distribuicdo Doencas 1 3 1 3 5%
Mancha chocolate 1,1 0,5 1,1 1,7 1,0 1,6 3,9 0,6 1,4
Antracnose 1,9 1,1 2,0 3,2 2,5 2.4 5,2 1,7 1,7
Mancha chocolate 4,6 5,4 4,2 3,8 1,8 3,3 4,7 5,5 1,9
Antracnose 2,3 2,0 0,0 3,0 1,8 2,1 4,7 2,1 1,3
Mancha chocolate 1,0 0,9 1,0 1,2 1,0 1,2 2,6 0,9 1,2
LIP
Antracnose 1,7 1,0 1,0 4,1 6,8 2,8 9.4 1.4 24
Mancha chocolate 26,7 3447 49,5 4.5 75,7 3,8 0.4 3369 2,8
K
Antracnose 1,10 12,60 0,02 0,55 0,12 0,50 0,10 1,69 0,72
Mancha chocolate 0,12 0,04 0,10 -0,2 0,02 -0,12 0,69 0,05 -0,2
0
Antracnose -0,2 0,04 -0,2 0,20 0,24 0,20 0,70 0,13 0,09

*Incidéncia da doenga:0%,

**VM: relagdo variancia média, LI: indice de Lloyd
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Mamanguape

Area 1: Fazenda 5 (Doce Mel)

Coordenadas: S 06° 46'27,4", WO035° 08'46,3"
Variedade Golden

Area: 13,14 ha

Amostragem: Julho a Outubro (2009)

Santa Rita

Area 2: Fazenda Jacara(na

Coordenadas: S07 00* 26.0"", W034 59'16,8"
Variedade Papaya Alto

Area: 3ha

Amostragem: Agosto a Outubro (2009)

Pitimbu

Area 3: Fazenda Andrezza

Coordenadas: S07 21' 25.8", W 034 49'11,3"
Variedade Baixinho de Santa Amalia

Area: 2 ha

Amostragem: Agosto a Outubro (2009)

Pedras de Fogo

Area 4: Fazenda Aguas Lindas
Coordenadas: S07 23" 28.8", W 034 57'25,6"
Variedade Baixinho de Santa Amalia

Area: 3,5 ha

Amostragem: Setembro a Novembro (2009)

Conde

Area 5: Fazenda Mucatu-Namasté
Coordenadas: S07 19" 46.8"", W 034 51,01'7""
Variedade Baixinho de Santa Amalia

Area: 4,5 ha

Amostragem: Setembro a Dezembro (2009)

Figura 1 — Areas de cultivo do Estado da Paraiba, onde se colheram frutos para o estudo
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o) Planta

El Quadrat

Saltaram-se
10 plantas

Amostra: 5
plantas/guadrat

Saltaram-se S
plantas no
inicio da
plantacao

Colunal ssascensasssessensassanssansan Coluna

6 colunas amostradas, S quadratsfcolunas, 5 plantas/quadrat, 2 frutosfplanta 30 guadratsfareca

Figura 2 — Esquema da amostragem de coleta dos frutos de mamao.
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Figura 3- Frequéncia de quadrats em diferentes classes da incidéncia das doengas causadas
por Colletotrichum spp. em 5 areas e 2 épocas (chuvosa e seca) no Estado da Paraiba. Painéis
A, C,E, Gelépocachuvosa; B, D, F, H e J, época seca (areas 1 a 5), respectivamente.
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— MANCHA CHOCOLATE
CLASSES 0:0%, 1: 10-20%, 2: 21-40%, 3: 41-60%, 4: 61-80%, 5: >81%

=3 ANTRACNOSE
CLASSES 0:0%, 1: 10-20%, 2: 21-30%, 3: 31-40%, 4: 41-50%, 5: >51%

[ PODRIDAC PEDUNCULAR
CLASSES 0:0%, 1: 10-80%, 2: 81-70%, 3: 71-80%, 4: 81-90%, 5: >91%




1600

1400 4

1200 A

1000 A

800 4

600 o

400 4

200 4

Z (20%): (0.45; 11.96)
Z (10%): (0.45; 29.24)

L

0.2 0.4 0.6 0.8 1

1600

1400 A

1200 A

1000

800 1

600

400 4

200 4

Z (20%): (0.58; 3.47)
Z (10%): (0.58: 8.47)

'

0.0

1600

0.2 0.4 0.6 0.8 1.

0

1.2

1400 o

1200 A1

1000 4

800 4

600 o

400 A

200 4

Z (20%): (0.41; 11.88)
Z (10%): (0.41: 29.05)

'

1600

0.0

0.2 0.4 0.6 0.8

1.0

1.2

1400

1200 A

1000 A

800 -

600 -

400 1

200 4

Tamanho da amostra (nimero de frutos)

Z (20%): (0.31; 34.34)
Z (10%): (0.31: 83.96)

1600

1400 A

1200 A

1000

800 1

600 A

400 4

200 4

Z (20%): (0.19; 17.84)
Z (10%): (0.19; 43.62)

0.0

0.2 0.4 0.6 0.8

1.0

1.2

1600

1400 A

1200 4

1000 4

800 4

600 o

400 4

200 o

Z (20%): (0.27; 25.88)
Z (10%): (0.27: 63.29)

|

0.0

0.2

0.4 0.6 0.8 1.0

1.2

1600

1400 4

1200 -

1000 -

Z (20%): (0.18; 132.71)
Z (10%): (0.18; 324.46)

1600

0.2

0.4 0.6 0.8 1.0

1.2

1400

1200 A

1000 A

Z (20%): (0.59; 4.16)
7.(10%): (0.59: 10.1R)

1600

1400 A

1200 A

1000 A

800 1

600 A

400 4

200 4

Z (20%): (0.15; 74.95)
Z (10%): (0.15; 183.25)

0.0

0.2

0.4 0.6 0.8 1.0

1.2

1600

1400 1

1200 1

1000 4

800 o

600 1

400 4

200 -

0
0.0

0.2

Incidéncia média da doenca

Figura 4- Tamanho da amostra (ntimero de frutos), baseado na probabilidade associada (10%
e 20% de erro) da mancha chocolate em 5 areas e 2 épocas no Estado da Paraiba (valores nos
boxes representam o tamanho da amostra obtidos no estudo). Painéis A, C, E, G e I época
chuvosa; B, D, F, H e J, época seca (areas 1 a 5), respectivamente.

Incidéncia média X Z (10%)
Incidéncia média X Z (20%)

1.2



Tamanho da amostra (ndmero de frutos)

le+8

le+7 4 A

le+6

le+5 4

1le+4 o

le+3

le+2 4

le+l

Z (20%): (0,14;17091)
Z (10%): (0,14; 111844)

0.0

0.5

25

le+8
le+7 4 C
le+6 -
le+5 -
le+d -
le+3 -

le+2 1

le+l

Z (20%): (0,19; 6157)
Z (10%): (0,19; 40290)

Lets

1.0 15 2.0

le+7 4

le+6 o

le+5 o

le+d

Z (20%): (0,007; 151612609)
Z (10%): (0,007;992164723)

0.0

05

25

le+8

1e+7 G

le+6 o l

le+5 o

le+d o

Z (20%): (0,07; 136451)
Z (10%): (0,07; 892948)

le+6 o

le+5 o

le+4 4

le+3 4

le+2 1

Z (20%): (0,027; 2552609)
Z (10%): (0,027;
16704477)

le+l
0.0

0.5

1.0 1.5 2.0

25

le+8

le+7 o B
le+6 -
le+5 -
le+4 o
le+3 -

le+2 o

le+l

Z (20%): (0,08; 94256)
Z (10%): (0,08; 616816)

0.0

le+8

25

le+7 4

le+6 o

le+5 - -

le+a o

le+3 1

le+2 4

Z (20%): (0,05;449230)
Z (10%): (0.05:3267000)

le+l
0.0

lero
le+7 4

le+6 4 l
le+5 4
le+4 o

le+3 -

le+2 -

le+l

Z (20%): (0,15;13414)
Z (10%): (0,15; 87774)

0.0

le+8

25

le+7 - H

le+6 -

le+5 o

le+4 A

le+3 4

le+2 4

le+l 4

le+0

Z (20%): (0,05; 355933)
Z (10%): (0,05; 2329250)

0.0

1.0 1.5 2.0

25

le+8

le+7 4 ‘]

le+6 -

le+5 4

le+4 -

le+3 -

le+2 o

le+l
0.0

0.5

Incidéncia média da doenca
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CONCLUSOES GERAIS

1- Para a mancha chocolate e podridao peduncular, os métodos do Paraquat e Ethrel
foram similares ou superestimaram a intensidade das doengas, comparados ao método padrao,
qual seja, frutos no ponto de colheita. Para a antracnose, apenas o Ethrel foi similar ou
superestimou a intensidade da doenga, comparado ao método padrao. No geral, o método do
Ethrel foi mais eficiente em detectar as infec¢des causadas por Colletotrichum spp. em frutos de
mamao.

2- Para mancha chocolate a deteccdo de infecgdes quiescentes causadas por
Colletotrichum spp. em frutos com 3 semanas antes da colheita ndo diferiu da detec¢do em frutos
no ponto de colheita. Para podriddo peduncular, frutos de todas as idades ndo diferiram dos
frutos no ponto de colheita. Nao foi possivel determinar a idade ideal para a antracnose, pois a
incidéncia da doenga na maioria das areas foi zero.

3- A temperatura influenciou os métodos de detec¢ao. Com a utilizagao do Ethrel, o
armazenamento dos frutos devera ocorrer de 25 a 31 °C.

4- A mancha chocolate e a antracnose apresentaram arranjo agregado. Entretanto, a
agregacdo ¢ mais acentuada para a antracnose. Os maiores tamanhos de amostras foram obtidos
na época seca, do que na época chuvosa;

5- Para detectar as infecgdes quiescentes causadas por Colletotrichum spp. em mamao,
deve-se amostrar frutos com 3 semanas antes da colheita, tratd-los com solugcdo de Ethrel e
incubé-los entre 25 a 31 °C. Para monitoramentos em época chuvosa, da mancha chocolate o
menor tamanho de amostra ¢ 3 frutos, enquanto na época seca deve-se amostrar, no minimo, 4
frutos. Para antracnose, em época chuvosa o menor tamanho da amostra ¢ de 6157 frutos,
enquanto na época seca deve-se amostrar no minimo 13414 frutos, para uma probabilidade de

20%.
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