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This study is part of the first ones that came to guide the recurrent selection processes for the association of
resistance genes conducted by the Cocoa Research Center, at Ilhéus, Bahia. Two sets of accessions of the Cocoa
Germoplasm Collection of this Center were evaluated for natural incidence of witches’ broom, the biggest
phytosanitary problem for cacao cultivation in Brazil. For the first set, which consisted of 573 accessions, it was
considered the incidence of brooms on pods of up to 10 plants per row, with one or two rows of each accession, in
five years of evaluation. For the second, formed by 154 genotypes pre-selected among the accessions introduced
in the period with indications of good performance in relation to witches’ broom, it was computed seven removals
of vegetative brooms in the canopy, being each accession represented by one to three rows with up to seven
plants. For both sets, a large number of genotypes of different origins were observed among the resistant ones,
indicating the perspective of the occurrence of different resistance genes and possibilities of genetic gain in
associating these different genes.

Key words: Moniliophthora perniciosa, plant breeding, Theobroma cacao.

Novas fontes de resisténcia - avaliagao de germoplasma do cacaueiro para

incidéncia natural da vassoura de bruxa. Este trabalho é parte dos primeiros estudos que vieram
nortear os processos de sele¢do recorrentes para associacdo de genes de resisténcia conduzidos pelo Centro de
Pesquisas do Cacau, em Ilhéus, Bahia. Dois conjuntos de acessos da Colecao de Germoplasma deste Centro foram
avaliados quanto a incidéncia natural de vassoura de bruxa, o maior problema fitossanitdrio da cacauicultura no
Brasil. Para o primeiro conjunto, com 573 acessos, foi considerada a incidéncia de vassouras em frutos de até 10
plantas por fileira, com uma ou duas fileiras por cada acesso, em cinco anos de avalia¢do. Para o segundo, formado
por 154 gendtipos pré-selecionados entre os acessos introduzidos no periodo com perspectivas de bom desempenho
em relacdo a vassoura de bruxa, foram computadas sete remog¢des de vassouras vegetativas na copa, sendo cada
acesso representado por de uma a trés fileiras, com até sete plantas cada. Para ambos os conjuntos, foi observado
um grande nimero de gendtipos de diferentes origens entre os resistentes, indicando a perspectiva de ocorréncia
de diferentes genes de resisténcia e possibilidades de ganho genético na associacdo desses diferentes genes.

Palavras-chave: Moniliophthora perniciosa, melhoramento de plantas, Theobroma cacao.

Recebido para publicacdo em 30 de junho de 2021. Aceito em 06 de agosto de 2021. 91
DOI:10.21757/0103-3816.2021v33n2p91-100
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Introduction

Since the last decade of the 20th Century witches’
broom disease (WBD) has threatened the cacao
growing region of Southern Bahia State, Brazil, and
the Brazilian cacao production was strongly reduced
(Luz, Sgrillo and Santos Filho, 2005; Oliveira and Luz,
2012). Efforts have been applied to improve the cacao
production and minimize losses through persistent
replacement of susceptible Comum varieties by genetic
materials carrying genes of resistance
to Moniliophthora perniciosa (Singer) Aime & Phyllips-
Mora, causal agent of WBD.

The central issue for the genetic improvement of
cacao crop in Bahia became, then, the pursuit of
resistant varieties. Populations were developed by
crossing possible sources of resistance to WBD from
different origins, including wild materials, and high
yielded genotypes, to screening parents with high
combining ability and selecting the most resistant and
productive progenies, plants and clones, within a
process of recurrent selection (Lopes et al., 2011;
Pires et al., 2012a; Pires et al., 2012b). Results from
this research were previously published (Albuquerque
et al., 2010; Benjamin et al., 2016; Gramacho et al.,
2016; Paim et al., 2006; Pimenta Neto et al., 2018;
Rodrigues et al., 2020; Silva et al., 2010).

Efforts to reach improved genetic materials start
by identifying genotypes carrying genes for WBD
resistance through germplasm evaluation, a continuous
and important step in any breeding program. This paper
aims to reveal these early studies resulting in advances
for the cacao breeding program for WBD resistance
in Bahia, Brazil. And the hypothesis of the study is
that there are resistant genotypes of different origins,
what indicates perspectives of the occurrence of
different resistance genes and possibilities of genetic
gain in associating these different genes.

Materials and Methods

Two sets of accessions were evaluated, the first
consisting of 573 accessions, planted between 1978
and 1990, and the second with 154 clones, established
in the field by grafting onto adult plants in the years
1998 and 1999. For the first set, it was considered the
incidence of brooms on pods of up to 10 plants per
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row, one or two rows as representatives of each
accession, and 5 years of evaluation (1995 to 1999 -
12 harvests). For the second, it was computed 7
removals of vegetative brooms in the canopy, from
1999 to 2002, with each clone represented by one to
three rows with up to 7 plants.

Set 1 - distinctions among accession groups
for pod infection by Moniliophthora perniciosa,
correlations between this characteristic, other
symptoms and black pod disease incidence
(Phytophthora spp.)

The variable produced by the ratio between the
number of WBD infected pods (sum of all pods in the
row, per harvest) and the sum of healthy and infected
pods, was considered. Analyzes were carried out with
the following sources of variation: harvest, group of
accessions, accession within group and the interactions
harvest x group of accessions and harvest x accession
within group. To estimate adjusted means and contrasts
among means, the model was reduced by removing
the interactions (SAS INSTITUTE, 1988).

The correlations between the WBD infected pods
and the number of vegetative brooms, cushion brooms
and the black pod rot (BPR) infected pods were also
analyzed, using data from Pires, Luz and Lopes (1997)
and others from more recent cacao germplasm
evaluations.

Set 2 - distinctions among accessions and
accession groups for vegetative brooms

The Set 2 was established in two areas, one with
91 (subset A) and another with 63 accessions (subset
B), and these were analyzed separately.

The subset A was divided into two blocks of
proportional dimension areas, the first comprising
accessions planted in 1998 and accessions planted in
1999, and the second only accessions planted in 1999.
Of these 91 accessions, 33 are represented by two or
three rows and the rest for just one.

For this subset A, analyzes of the differences among
accessions were performed according to the model
with the following sources of variation: removal period,
block, planting age, accession, removal period x
accession, planting age x accession and trunk area 20
cm above the ground (covariate for covariance
analysis, obtained by converting the diameter of the



New sources of resistance for witches' broom 93

trunk or main branches of the plant, considered as
circular, into area); and accessions averages were
estimated by removing interactions from the model. In
turn, the analysis of differences among groups or series
of accessions of common origin followed the model:
removal period, block, planting age, group, accession
within group, removal period x group, planting age x
group, removal period x accession within group, planting
age x accession within group and trunk area 20 cm
(covariate - covariance analysis); and groups averages
were also estimated by removing interactions from the
model (SAS INSTITUTE, 1988).

For subset B, which includes only accessions
represented by a single row, the analyzes of the
differences among accessions were carried out, initially,
having as sources of variation: removal period,
accession, removal period X accession and trunk area
at 20 cm from the ground (covariable); and the
difference among groups: removal period, group,
accession within group, removal period x group,
removal period x accession within group and trunk area.
In the interpretation of the differences among
accessions, to reduce the tendency of errors resulting
from the influence of the fixed effects of the
environment in these differences, the residue was
increased by the disregard of the removal period x
access interaction. The groups and accessions
averages were again estimated by removing the
interactions from the models, and in these, as in the
previous ones, all effects, with the exception of block
effect, were considered fixed.

Results and Discussion

1-Accessions set 1 - distinctions among
accession groups regarding infection in pods

1.1 - Data quality

In Set 1, a group of 23 accessions, represented in
the collection by more than one row, presented for the
variable percentage of infected pods (IP% = 100 times
the ratio: number of WBD infected pods over the
number of WBD infected pods plus the number of
healthy pods) a coefficient of variation of 19.47% for
the averages of rows within accession, obtained from
the model with the sources of variation: harvest period
(Hp), accession (A) and row (R) within accession.

With this model, significant effects of Hp (at 0.01%),
significant differences among A (at 0.01%) and non-
significant for row within accession effects (44.27%)
were observed, which could suggest that the fixed
effects of environment are not important (only the Hp
with medium levels of infection, which allow a better
differentiation of genotypes, as will be seen late, were
considered). This observation, however, contrasts with
what indicate the high coefficient of variation average.
It also opposes to the values observed for the
correlations among row within accessions averages
and the coefficients of determination for the
repeatability of these averages. The correlation and
the coefficients of determination, for the methods of
Analysis of Variance, Main Component and Structural
Analysis (Cruz, 1997; Cruz, Carneiro and Regazzi,
2014), were, respectively, 0.86 and from 92.15 to 92.40,
for the situation in which the highest averages of the
various genotypes are grouped in one set and the
lowest in another, and 0.54 and from 69.22 to 71.89,
for the situation in which half of the highest averages
among the pairs of averages of accessions and half of
the lowest formed each set used for the calculation.

The coefficients of determination for a single row,
considering the two situations described, are slightly
less than 85% for the first situation, and well below
70% for the second.

Thus, considering these values, the option was to
restrict the analysis of the incidence of WBD in pods
to the differences among series or groups of genotypes
of related origin, without any considerations on the
individual accession performance. The genotype groups
considered have a distribution in the collection close
to a random distribution.

1.2 - Distinctions among accession groups

The groups or series of genotypes were listed, or
formed, according to their origin (Wadsworth et al.,
1997), with the elements of distinct formation in relation
to their series having been separated (Table 1).

During the period considered, the germplasm
collection had averages of infected pods (IP%) among
13.66 and 87.37%: 13.96; 87.37; 69.69; 13.66; 60.40;
45.23;22.05;29.04; 35.64; 80.40; 55.41; and 51.00%.
The average number of pods considered per clone/
harvest was 32 and cases with less than 4 pods in one
harvest were not considered.

Agrotropica 33(2) 2021



94

Table 1 - List of studied groups

Pires, Luz and Melo

Origin Group/Series Description
State of Acre AC series CAB, AB, IQ, SE.
State of Amazonas AM series CAB, AM.
State of Bahia BAH selections in varieties from Bahia,
E. Santo - series Cepec
State of Para BE series Be
State of Amazonas CA series Ca
State of Pard, Exp. station CAS series CAS
Costa Rica CC series CC
Equador CCN series CCN
CEQ series Cepec - family of unknown origin
State of Bahia — hybrids CHC series Cepec — Criollo hybrids
State of Amapa CJ series CJ
State of Acre CSU series Cruzeiro do Sul
State of Bahia — hybrids CTF series Cepec - Trinitario x Forastero hybrids
State of Espirito Santo EEG series EEG
Equador EET series EET
Granada GS series GS
Trinidade ICS series ICS
Peru — Amazon IMC series IMC
State of Amazonas MA series Ma
México MEX series P
Equador MOQ series Moq
Peru — Amazon NA series Na
Venezuela oC series Oc
Peru — Amazon PA series Pa
State of Para PAR series CAB
Peru — Amazon PER genotypes from Peru - series: Amazon, Mo
Peru — Amazon POU series Pound
State of Acre RB series RB
Meéxico RIM series RIM
State of Roraima RR series CAB
Colombia SC series SC
Peru — Amazon SCA series Scavina
Equador e Trinidade SD1 Scavina 6 descendants - series: TSA, TSH, EET
State of Bahia SD2 Scavina 6 descendants - series Cepec
Guatemala SGU series Sgu
State of Bahia SAI series SIAL
State of Bahia SIC series SIAL
Colombia SPA series SPA
Colombia SPE series SPEC
Costa Rica UF series UF

In order to focus on an element strongly questioned
by farmers who cultivate resistant varieties descended
from Scavina, which is the high pod losses in some
situations, the analyzes were conducted separately for
three levels of infection: high, medium and low, limited
by arbitrary values of 65% and 25% of loss in average.
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others, at 10%.

The IP% variable had a
different distribution from the
normal by the Kolmogorov-
Smirnov test (SAS INSTITUTE,
1988), with strong deviations,
mainly, for the high and low
infection levels (D= 0.188; 0.061
and 0.227; for the low, medium
and high level, respectively), and
among several transformations
tested, the one that produced the
best effects was the arcsin of the
square root of the proportion
between the number of WBD
infected pods and the sum of the
numbers of healthy and infected
pods (D = 0.160; 0.071 and
0.163). This transformation was
used for data analysis. It produced
a small increase in deviation to
the medium level, but it was also
applied to this level to maintain a
standard.

In the analyzes, the limit of
seven times for the ratio between
the highest and lowest variance
within the groups was respected,
so that, for the high level, it was
necessary to exclude the series
CCN, APA, CJ and EEG, for the
medium the series APA, and for
the low level the groups AM and
RR (Table 2).

Harvest period and groups, or
series of genotypes, were
distinguished by 0.01% at high,
medium and low levels, and the
effects of clone within series
were identified as significant at
0.01% at medium and high levels,
and as not significant at low, for

10% probability of error. The harvest period x group
interaction was significant at 0.01% at medium and
high levels and at 2% at low level; and the interaction
harvest period x clone within the group was only
significant at the high level (0.02%), and not in the
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Table 2 - Group means for the WBD infected pods: transformed (IPtr) and untransformed For the medium level
variable (IP%), prob.ability of error for the rejection of the contrast nqll hypothesis fqr eqch group  of infection, or inoculum
and the Scavina series, by the T test, at the levels of low (L), medium (M) and high inoculum the S .
pressure (H) (Prob), and Least Significant Difference for Tukey, at 5 %, for group (LSD) pre.ssure, © Ca_Vma

series (Clones Scavina 6

M H L

Group and Scavina 12 - the most
IPtr Prob 1P% IPtr Prob IP% IPtr Prob 1P% L.
traditional sources of
AC 0.564 0.0699 31.46 1.234  0.0593 82.46 0.221 0.1008 10.55 resistance to WBD) has a
APA 0.813 <.0001 5592

clear superiority over the
local varieties (SIC, SIAL,
EEG and BAH), and only

AM 0.677  0.0057 42.65 1.160  0.2000  79.43
BAH 0.852  <.0001 54.07 1.222 0.0422  82.20 0.327 0.0110 17.95

BE 0762  <.0001 48.32 1151 0.1304  79.13 | 0305 0.0137 13.84 :
CA 0897 <0001 5772 | 1214 00480 8325 | 0426 00011 2161 doesnotdiffer,at5%, from
CAS 0.726  0.0011 43.93 1303 00151 8923 | 0296 00301 1286 the group of their
cc 0.861 <0001 5531 | 1316 00042 87.58 | 0397 00017 2412 descendants SDI and
CCN | 0922 <0001 60.72 0354 00094 1921 from the group AC, from
CEQ | 0.601 0.0230 35.95 0286 <0001 1438 | 0060 0.5061 134 Acre(Table2 - contrasts).
CHC | 0.770 <0001 48.64 1.126  0.1897  76.07 | 0350 0.0051 17.50 With the high level, the
CJ 0.810 <.0001 51.49 0.363 0.0052 17.36 Scavina series is still

CSU 0.651  0.0049 37.71 1.108  0.2487  71.17 0210 0.0769 10.33  distinguished from the local
CTF 0.781  <.0001 49.21 1.116  0.2159  77.03 0268 0.0261 1197 groups SIC, SIAL and

EEG | 0.830 <0001 53.64 0292 00171 1376 BAH, but the differences
EET | 0682 00020 4120 | 1159 01147 80.56 | 0382 00035 1821 gare proportionally smaller,
GS 0.796  0.0001 49.85 | 1.075 04349 7207 | 0291 00342 13.06 and this series does not
ICS 0.801 <0001 5004 | 1.192 00520 7897 | 0509 <0001 30.88

differ significantly, at 5%,
from 23 of the evaluated
groups (also due to a
smaller number of
evaluated harvests). The
average for SD1, which
represents great part of the

IMC | 0.656 0.0037 39.69 1112 02352 75.60 | 0.198 0.0924  8.44
MA 0.734  0.0004 46.85 1317  0.0084 89.17 | 0.339 0.0097 14.88
MEX | 0933 <0001 63.09 1320 0.0059 91.11 | 0341 0.0116 17.34
MOQ | 0.781  0.0004 47.89 1.157 02110 8155 | 0314 0.0325 18.08
NA 0.709  0.0012 42.13 1.191  0.1138  78.05 | 0.367 0.0086 18.25
ocC 0.642 0.0111 39.39 1.139 02104 7582 | 0.365 0.0076 16.85
PA 0.571  0.0303 32.33 1.031 05611 7126 | 0216 0.0594  8.93 U Sied
PAR | 0.723 00006 4632 | 1265 00207 8388 | 0.188 01265 757 varieties indicated for
PER 0.686  0.0024 42.36 1067 04531 7517 | 0311 00161 1611 commercial planting, also
POU | 0.617 0.0108 36.38 1147 01419 7540 | 0349 00053 16.61 approximatesthe averages

RB 0.638  0.0053 38.95 1.172 00854 77.65 | 0297 00145 17.48 of local varieties, so that,
RIM | 0967 <0001 64.36 1335 0.0013  90.59 | 0.486 0.0001 2791 for these varieties, a great
RR 0.635  0.0305 37.26 1.233  0.1319  84.19 number of infected pods is
SC 0.770  0.0002  49.95 1.328  0.0068  89.67 | 0339 0.0107 1747 expected in commercial
SCA | 0361 2399 | 0.965 62.58 | -0.004 209 planting with high
SD1 0.533  0.0845 29.34 1028 0.5898  69.35 | 0204 0.0797 722  jnoculum pressure.

SD2 0.680  0.0011 41.09 1.076 03380  72.23 | 0266 0.0242 11.43 The CEQ group

SGU | 0783 <0001 4860 | 1168 01312 7869 | 0319 00149 1466 gjonificantly outperforms
SIA | 0769 <0001 47.97 | 1232 00180 83.50 | 0255 0.0274 1111
SIC | 0910 <0001 59.89 | 1334 0.0011 88.80 | 0438 0.0004 23.74
SPA | 0746 00002 4771 | 1267 00190 83.95 | 0.234 00563 1261
SPE | 0702 00041 4460 | 1278 0.0488 8672 | 0.299 0.0302 13.85

the Scavinas, but this
result is, most certainly,
due to scape, and its
average for the high level

UF 0.887 <.0001 57.11 1.174  0.0712 78.67 0417 0.0010 24.74 of inoculum pressure is
VE 0.690 0.0029 41.44 1.221 0.0596 82.06 0.260 0.0552 11.38 p

lower than that observed
LSD 0.239 0.258 0.327

for the medium level.
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It can be noted, by the general harvest averages,
that periods with large losses for Scavinas and
descendants precede others of medium and low losses,
so that there was no reason, at this time, to suppose
the occurrence of changes in the pathogen towards
the expansion of its virulence over resistant genotypes,
an element that was verified posteriorly (Pires et al.,
2012a, Pires et al., 2012b).

For the low level, the Scavina series shows again the
lowest average and is distinguished from local varieties.
However, due to the lower precision in the analysis, as a
result of the smaller number of Hp and, certainly, the
lower inoculum pressure for a good differentiation, it is
not distinguished, at 5%, from nine of the evaluated groups.
[llustrating the precision, the R2 values, which indicate
how much of the variation in losses is explained by the
model, and the variation coefficients for the medium,
high and low levels were, respectively, 0.978; 0.988;
0.977 and 31.27 13.75 and 50.86.

There were also clear distinctions among the other
groups, which can be seen by observing the means
and LSDs (Table 2), in this case with less precision
than by the T test - it was calculated the DMSs, using
the harmonic mean of the number of repetitions for
groups.

The lowest averages were observed with Amazonian
groups and groups that include materials selected for
resistance (VE, OC - Wadsworth et al., 1997). And as
a peculiarity, the APA series, consisting of clones APA
4 and 5, which may in fact be a single genotype, with
a very consistent lignified layer inside the pod skin,
which could be a factor for insects and rodent’s
resistance, was the series that presented the highest
proportion of IP (in the three levels of inoculum
pressure - data not shown for medium and high levels).

At the medium level of infection, among the groups
known as not to be associated with Scavina, stood out
the group AC, formed by materials collected in Acre;
group CSU, composed of the Cruzeiro do Sul and RB
series, both also from Acre; group POU, of the Pound
series, and series PA, both from the Peruvian Amazon;
and RR, a CAB series group collected in Rondonia.
Two non-Amazonian groups also stood out: OC, from
the Ocumare series, and VE, from the Chuao, Choroni,
PQTO and Playa Alta series, all from Venezuela.

Some clones were selected based on this data of
resistance in pods and data of vegetative and cushions
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brooms, to form bases of the recurrent selection
program initiated in this period, and many of them
proved themselves as good materials per se and as
parents, regarding resistance to WBD (Paim et al.,
2006; Pimenta Neto, et al., 2018; Pires et al., 2012a;
Pires etal., 2012b; Silvaetal., 2010; Yamada et al.,
2014).

The proportion of WBD infected pods was
positively correlated with the total number of brooms
(TB =vegetative plus cushion brooms), with the number
of vegetative brooms (VB) and with the number of
cushion brooms (CB), in the amounts of 0.59; 0.51
and 0.29; respectively, for all evaluated genotypes and
0.57; 0.47 and 0.24, excluding Scavinas and
descendants (it were considered data of VB and CB
from the Germplasm evaluation). This relation is even
more evident when considering only the resistant
genotypes: of 34 accessions with data on [P among
the 40 selected by the lowest average of TB, only three
have higher IP proportions than the collection average,
so that there are very favorable prospects for gains
with indirect selection.

Regarding a comparative analysis of WBD with
the other of the two most important cocoa diseases in
Brazil, for black pod (Phytophthora spp.) the best
performances were also from wild groups or series of
the Amazonian type or hybrids derived from this type,
and the worsts from selections of cultivated materials,
mainly of the Trinitarian-Criollo types (Pires et al.,
1997). The proportion of black pod (BPD) infected
pods is positively correlated with TB, and with the
proportion of WBD Infected pods, when considering
all evaluated genotypes (coefficients of 0.38 and 0.39
- significant at 0.01%, respectively), and when Scavinas
and descendants are excluded (0.32 and 0.33, significant
at 0.01%). But the association seems smaller when
considering only Trinitarians-Criollos materials (0.17
and 0.23; at the significance levels of 11.99 and 3.32%)
(it was considered data presented in Pires et al. (1997)
and later germplasm evaluation data).

Again, the relations between characteristics are
even more striking when considering only the extreme
genotypes in terms of resistance. Of 22 accessions
with data on BPD infected pods, among the 40 selected
by the lowest averages of VB plus CB, none has a
higher proportion of pod loss than the germoplasm
collection average. Of the 25 accessions with data on
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BPD infected pods, among the 40 selected by the
lowest proportions of WBD infected pods, only one
has a higher average than the general average. This,
in addition to indicate the existence of favorable
prospects for gains with indirect selection, also suggests
the existence of common mechanisms in the resistance
to the two diseases (metabolites related to
pathogenicity analogous in different species of fungi
have been observed for a long time and in many cases
- Wolpert et al., 2002).

2- Set 2 - distinctions among accessions and
accession groups for vegetative brooms

The set of accessions evaluated here was pre-
selected, among the accessions introduced in the period,
according to information that led to prospects of good
performance in relation to WBD, and grafted onto adult
plants to accelerate their development, in order to
achieve faster evaluation. Such accessions were
established in areas with high inoculum pressure, with a
susceptible genotype (SIC 23) intercalated among them,
who, however, did not survive in any of his positions.
This has also occurred with some accessions; thus, the
survival of the materials is an indicator of resistance.
The loss of this pattern of susceptibility impoverishes
the results, but this occurrence is compensated, in part,
by the presence of the series GNV, considered as a
pattern of resistance. The series GNV is derived from
a selection of plants in progenies of Scavina 6, 12 and
EET 400 (descendant of Silécia 1) by the University of
Gainesville - Florida, through screening by artificial
inoculation (Wadsworth et al., 1997).

In the subset A, with 91 accessions, it was observed
significant effects of removal period, block, series
(described in Table 3), accessions within series, removal
period x series, planting age x series, removal period x
accession within series and trunk area at 20 cm from
the ground, up to 2% probability. The planting age and
the planting age x accession within the series are
significant, at 2%, when not adjusted by the trunk area,
but the first is significant at only 5%, when adjusted,
and the second is not significant, which shows that the
consideration of plant size produces some adjustment
for age differences.

Using the repeated measures method (PROC GLM
— REPEATED - SAS INSTITUTE, 1988), for the
interpretation of the effects of removal period and

interactions that include it, no significant effects were
observed for removal period and removal period x
planting age, but the effects of removal period x series
and removal period x accession within series remained
significant. The significance of the interactions
illustrates the difficulties in evaluating resistance and
the need to contemplate a wide period of time to obtain
data that adequately represent the genotypes.

The group formed by the two Moronas and the one
formed by the two CABs showed averages for the
number of vegetative brooms numerically inferior and
statistically not different from that of GNVs (Table 3 -
averages obtained from the transformation of the
variable by extracting its square root, to approximate
the distribution from normal curve; differences among
variances within the series not bigger than 7 times;
LSD obtained from the complete model for the
harmonic mean of the number of repetitions per group
or series). The Ucayali series, supposedly collected in
the same region of Scavina; Gu, from French Guiana,
and CCN, from Ecuador, also showed averages very
close to that of GNVs (without significant distinction
for the contrasts), which suggests that special attention

Table 3 - Transformed means of accession groups for the
number of vegetative brooms (VB), number of accessions for
each group (N), probabilities of error for the rejection of the null
hypothesis of contrasts between means of each series with the
GNV series (C-GNV), and Least Significant Difference for Tukey,
at 5%, obtained for the harmonic mean of the number of group
repetitions (LSD) - subset A

Group N VB C-GNV Group Origin
Amazon 2 1.554 <.0001 Peru

CAB 2 0.869 0.6204 Brazilian Amazon
CCN 3 1.047 0.4943 CCN 51, descendant
EB 16 1.138 0.0422 Ecuador-Nacional
EQX 3 1.316 0.0047 Equador

GNV 11 0.942 Hybrids

Gu 21 1.030 0.2205 French Guiana
Huallaga 7 1.444 <.0001 Peru

IMC 2 1.122 0.2098 Peru

LCTEEN 3 1.109 0.2395 Ecuador

Morona 2 0.756 0.1564 Peru

Na 3 1.561 <.0001 Peru

Pound 5 1.157 0.0293 Peru

Scavina 4 1.143 0.0484 Peru

Ucayali 7 1.081 0.0890 Peru

LSD Tukey 5% 0.400
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should be devoted to these series. IMC, from Peru
and LCTEEN, from Ecuador, also did not differ from
the GNV series.

The EB series, which was generated in Ecuador
by a contest of broad engagement among farmers for
the selection of plants of the national type resistant to
WBD, showed a higher average than the GNV series,
at 5% of significance, but no different at 1% (contrast).
This also occurred for the Scavina and Pound series.

In assessing the differences among individual clones
of subset A, the accessions were divided into two
groups, one with 47 and the other with 41 elements,
according to the variances within access, so that, in
each group, the largest did not exceed the smallest in
7 times (three accessions had zero brooms).
Significance was observed for the effects: removal
period, block, accession, removal period x accession,
and trunk area at 20 cm from the ground (covariate -
covariance analysis), with the first group, and for these
and planting age and planting age x accession for the
second group, at 5%.

The averages, estimated with the removal of
interactions from the model, of the accessions with the
lowest incidence of the disease are shown in Table 4,
together with the general averages of the two groups
and the respective LSDs, obtained from the complete
model from the harmonic average for cell repetitions.
It were listed only the accessions that had averages
lower than that presented by the GNV series, and this
list included 23 genotypes of the series Gu, EB, Morona,
Huallaga, LCTEEN, Ucayali, Pound, Scavina e EQX.
These results confirm the expectations about resistance
for the genotypes included in this evaluation process.

For subset B, of 63 accessions, significant effects
of removal period, series, accession within series,
removal period x series, removal period X accession
within series, and trunk area, were observed at the
level of 0.01% probability. This subset analyzed with
the removal period as a repeated measure and by
multivariate analysis produced similar results, with a
single difference: no significant effects were observed
for the removal period.

The series considered presented the following
averages: CAB (42 accessions) - 0.784; EQX (3
accessions) - 0.373; Gu (5 accessions) - 0.472;
Huallaga (6 accessions) - 1,144; IMC (2 accessions) -
1.03 and Ucayali (2 accessions) - 0.176 (averages
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obtained transforming the variable by extracting its
square root). The LSD, for Tukey at 5% significance
was 0.350. Three other clones, each one of a different
series, were not included in this analysis. So, the good
performance of the Gu and Ucayaly series was
repeated, now accompanied by the EQX group. The
three representatives of this group (EQX 69, EQX
3348 and Coca 3370) come from collections in the
region of the Coca River, while the EQXSs of subset A

Table 4 - Transformed means of accessions for the number of
vegetative brooms (VB), general means, Least Significant
Difference (LSD), for Tukey, at 5%, and group related to the
dimensions of variance to which each accession belongs (Group 0
= variance 0) - Subset A

Series Clone Group VB
GU GU 171C 0 0.09
EB EB Rosa Maria 1 0.33
Morona MO 20 1 0.36
EB EB 0508 1 0.39
GNV GNV 22 1 0.47
GNV GNV 263 1 0.48
GU GU 261C 0 0.55
Morona MO 81 1 0.56
Huallaga H39 1 0.57
GNV GNV 120 1 0.57
LCTTEEN LCTEEN 241 1 0.58
Ucayali U 32 0 0.59
GU GU 123C 1 0.62
GU GU 123C 1 0.62
GNV GNV 27 1 0.64
GNV GNV 113 1 0.65
GU GU 221H 1 0.66
GU GU 171C 1 0.67
GNV GNV 63 1 0.68
Pound P2A 1 0.69
CCN CCN 51 1 0.71
Scavina SCA9 1 0.73
EET EET 400 1 0.78
EB EB 1010 1 0.78
Ucayali U1l 1 0.78
EB EB 1203 1 0.80
EQX EQX 31611 1 0.80
EB EB 0509 1 0.81
GNV GNV 258 2 0.81
SCA SCAS 1 0.82
Huallaga H 03 1 0.82
Average 1 0.79
Average 2 1.47
LSD-Tukey-5% 1 0.74
LSD-Tukey-5% 2 1.06




New sources of resistance for witches' broom 99

results from a prospection in the region of the San
Miguel River, both in the east of Ecuador (Wadsworth
etal., 1997).

For the evaluation of the differences among
individual clones of subset B, similarly to that performed
for A, the accessions were divided into two groups,
one with 13 and the other with 48 elements, according
to the variances within accession. For these,
significance was observed for the effects: removal
period, accession and removal period x accession, with
the first group (covariate trunk area non-significant),
and for all with the second.

Now taking the Gu series as a reference, Table 5
lists the accessions that had averages lower than that
presented by this series, the general averages of the
two groups and the respective LSDs, obtained from
the reduced model, with the harmonic average of the
accession’s repetitions, for the first and second groups,

Table 5 - Transformed means of accessions for the number of
vegetative brooms (VB), general means, Least Significant
Difference (LSD) for Tukey, at 5%, and group related to the
dimensions of variance to which each accession belongs (Group 0
= variance 0) - Subset B

Series Clone Group VB
Scavina SCA 19 1 0.00
CAB CAB 324 0 0.02
CAB CAB 148 0 0.04
CAB CAB 169 1 0.07
LCTEEN LCTEEN 37 1 0.07
CAB CAB 197 1 0.13
Ucayali U 10 1 0.13
Coca Coca 3370 1 0.15
CAB CAB %4 1 0.16
CAB CAB 157 1 0.20
CAB CAB 301 1 0.21
CAB CAB 191 1 0.22
Ucayali U 16 1 0.28
GU GU 221C 1 0.34
CAB CAB 196 2 0.36
CAB CAB 309 1 0.42
GU GU 125C 2 0.42
CAB CAB 500 2 0.45
Amazon Amazon 15 2 0.49
CAB CAB 165 2 0.54
Average 1 0.18
Average 2 0.93
LSD-Tukey-5% 1 0.41
LSD-Tukey-5% 2 1.00

respectively. Again, there is the inclusion of a large
number of accessions from different series: 18
accessions from the series: CAB, Scavina, LCTEEN,
Ucayali, Coca and Amazon.

Once more, some accessions were selected based
on data of VB resistance, to form some of the clone
trials and progeny trials that constituted the bases of
the recurrent selection program that are carried off at
the Cocoa Research Center in [1héus, Bahia, and many
proved themselves as good materials regarding
resistance to WBD (Pimenta Neto et al., 2018;
Rodrigues et al., 2020).

In general, for VB and WBD infected pods, or for
the two set of clones evaluated, a large number of
genotypes of different origins were among the resistant
ones, indicating the perspective of the occurrence of
different resistance genes and possibilities of gain in
associating these different genes. This has been
confirmed in other studies (Albuquerque et al., 2010;
Paim et al., 2006; Pimenta Neto et al., 2018; Pires et
al., 2012a; Pires et al., 2012b; Rodrigues et al., 2020).

Conclusions

The large number of genotypes of different origins
observed among the resistant ones for VB and WBD
infected pods, indicate the perspective of the
occurrence of different resistance genes and
possibilities of gain in associating these different genes.

For WBD infected pods, the best performances
were obtained by groups of Amazonian materials,
notably of series collected in Acre State, Rondodnia,
and the Peruvian Amazon, indicating these areas as
very important for prospecting for new materials. Two
groups of non-Amazonian materials, from Venezuela,
were also highlighted.

The average for WBD infected pods of Scavina
descendants, who represent the majority of varieties
indicated for commercial planting in Bahia, approaches
the averages of the traditional local varieties with a
high level of inoculum pressure, so that, for these
varieties, high pod loss is expected in commercial
planting situations with high inoculum pressure.

The proportion of WBD infected pods is positively
correlated with the numbers of VB, CB and TB, and
there are very favorable prospects for gains with
indirect selection.
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O presente estudo teve como objetivo avaliar a eficiéncia de espécies de fungos micorrizicos arbusculares no
crescimento e nutrigdo de mudas clonais de cacau. O experimento foi instalado em delineamento de blocos
inteiramente casualizados, em esquema fatorial 4 x 4 + 1, sendo quatro espécies de fungos micorrizicos arbusculares:
Acaulospora mellea Spain & N.C. Schenck, Dentisculata heterogama T. H. Nicolson & Gerd.) Sieverd., F.A. Souza
& Oehl, Scutellospora calospora (T.H. Nicolson & Gerd.) C. Walker and F.E. Sanders (1986), Glomus formosanum
Wu & Chen., mais tratamento controle e quatro clones de cacau: SJ 02, CEPEC 2002, CCN 51, PH 16; com cinco
repeticdes. Apds 120 dias, o experimento foi coletado e determinado: altura das mudas, didmetro do caule, producao
de biomassa seca na parte aérea e raizes, teores de macronutrientes na parte aérea, taxa de coloniza¢do micorrizica
das raizes. O clone CCN 51 apresentou maiores teores de Ca e Mg, bem como didmetro do caule e peso seco das
raizes. Os clones PH 16 e CCN 51 apresentaram melhores rendimentos de peso seco da parte aérea, quando
inoculados com as espécies fungicas A. mellea, S. calospora, G. formosanum. Maiores valores referentes a taxa de
colonizagéo foram observados nas mudas inoculadas pelas espécies do género Glomus, Scutelospora, Acaulospora,
sendo os géneros Acaulospora e Glomus mais eficientes na absor¢éo do S. A taxa de colonizag¢do apresentou
correlagao positiva com o desenvolvimento das mudas.

Palavras-chave: Producio de mudas, Theobroma cacao L. micorrizagéo.

Arbuscular mycorrhizal fungi on the growth and nutrition of clonal seedlings
of Theobroma cacao L. The present study aimed to evaluate the efficiency of arbuscular mycorrhizal
fungi species in the growth and nutrition of clonal cocoa seedlings. The experiment was installed in a completely
randomized block design, in a4 x 4 + 1 factorial scheme, with four species of arbuscular mycorrhizal fungi: Acaulospora
mellea Spain & N.C. Schenck, Dentisculata heterogama T. H. Nicolson & Gerd.) Sieverd., F.A. Souza & Ocehl,
Scutellospora calospora (T.H. Nicolson & Gerd.) C. Walker and F.E. Sanders (1986), Glomus formosanum Wu &
Chen., plus control treatment and four cocoa clones: SJ 02, CEPEC 2002, CCN 51, PH 16; with five repetitions. After
120 days the experiment was collected and determined: height of seedlings, stem diameter, production of dry
biomass in the aerial part and roots, content of macronutrients, colonization rate. The CCN 51 clone showed higher
levels of Ca and Mg, as well as stem diameter and root dry weight. The PH 16 and CCN 51 clones showed better
shoot dry weight yields when inoculated with the fungal species A. mellea, S. calospora, G. formosanum. Higher
values regarding the colonization rate were observed in seedlings inoculated by species of the genus Glomus,
Scutelospora, Acaulospora, with the genera Acaulospora and Glomus being more efficient in absorbing S. The
colonization rate showed a positive correlation with the seedling development.

Key words: Seedling production, Theobroma cacao L. mycorrhization.
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Introducao

No Sul da Bahia, a produ¢do de mudas de cacau,
constitui-se uma etapa importante no processo de
recuperagdo e implantacao de novas areas de cultivo
da cacauicultura na regido. Contudo, o grande fator
restritivo advém das dificuldades economicas de
manejar a cultura sob o dossel da floresta Atlantica,
desestimulando grande parte dos cacauicultores (Sodré
et al., 2012). Com isso, varios esforgos vém sendo
desenvolvidos para minimizar os custos de produgao
do cacau, especialmente para os agricultores familiares,
que nao dispdem de recursos financeiros para
investimento nas areas cultivadas.

Paralelo a isso, estudos vém sendo desenvolvidos
com intuito de determinar a eficiéncia de
microrganismos simbiontes presentes no solo em
promover melhorias nutricionais as plantas (Sousa,
Soares & Garrido, 2009; Pralon e Martins, 2001; Sugai,
Collier e Saggin Junior, 2011). Dentre os
microrganismos que promovem beneficios nutricionais
para as plantas, os fungos micorrizicos arbusculares
(FMAs) ganham grande destaque, por se associarem
a maioria das plantas vasculares, auxiliando na
absor¢cao de nutrientes disponiveis no solo e
disponibilizando-os por meio das raizes as plantas
hospedeiras (Wang & Qiu, 2006).

Com o estabelecimento da associagdo entre os
simbiontes, a planta se beneficia com o aumento da
area de absorcao, pelas hifas fungicas, que disponibiliza
agua e minerais, especialmente o fosforo, elemento
pouco moével no solo (Pereira et al., 2012), e em
contrapartida o fungo € beneficiado pelos exsudatos
das raizes que permitem o ciclo de vida desses
microrganismos (Hoffmann e Lucena, 2006).

A producdo de mudas inoculadas com fungos
micorrizicos tem demonstrado resultados satisfatorios,
tornando-se uma alternativa promissora na minimiza¢ao
dos custos gerados com o manejo e adubagao (Kdohl,
Lukasiewicz & Van Der Heijden, 2015; Garcia et al.,
2017; Pel et al., 2018), melhorando o estado nutricional
das mudas, propiciando melhor estabelecimento em
campo e maior taxa de pegamento, o que diminui de
forma expressiva as perdas, além de formar plantas de
cacau mais resistentes aos fatores abioticos e problemas
fitossanitarios da cultura (Yan et al., 2012; Pereira et
al., 2012; Cameron et al., 2013; Zhang et al., 2019).
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No processo de produgdo de mudas, a escolha do
material vegetal também € um fator determinante para
as demais fases da implantagdo ou restauracdo das
areas de cacau (Sodré, 2017). Para isso ¢
imprescindivel a sele¢ao de cultivar adaptada as
condi¢cdes edaficas da regido e resistentes as
enfermidades fingicas comuns nessas areas. Nesse
aspecto, a Comissdo Executiva do Plano da Lavoura
Cacaueira (CEPLAC, 2019), registrou algumas
cultivares de cacau, com caracteristicas especificas
que favorecem o estabelecimento e produtividade da
cacauicultura. No entanto, tais atributos por si s6 ndo
minimizam os danos causados por fitopatdgenos nos
cultivos de cacau, sendo necessarios manejos e
tecnologias capazes de potencializar a produtividade
desses clones.

Diante do exposto, o presente trabalho propds avaliar
a eficiéncia de quatro espécies de fungos micorrizicos
arbusculares (FMAs) na producio e nutri¢ao de mudas
clonais de cacau, visando obter melhorias no
crescimento e no estado nutricional das mudas.

Material e Métodos

Instalacdo e conduciio do experimento

O experimento foi instalado no Instituto Biofabrica
de Cacau (IBC), em delineamento de blocos
inteiramente casualizados, esquema fatorial 4x4+1,
sendo quatro clones de cacau (SJ 02, CEPEC 2002,
CCN 51 e PH 16) x quatro espécies de fungos
micorrizicos arbusculares (Acaulospora mellea Spain
& N.C. Schenck, Dentisculata heterogama (T. H
Nicolson & Gerd.) Sieverd., F.A. Souza & Oehl,
Scutellospora calospora (T.H. Nicolson & Gerd.)
C. Walker and F.E. Sanders (1986) e Glomus
formosanum Wu & Chen.), com um tratamento
controle, com cinco repetigoes.

As mudas de cacau foram obtidas no Instituto
Biofabrica de Cacau, cultivadas inicialmente em
tubetes com capacidade para 288 mL contendo
substrato. Inicialmente, hastes dos clones selecionados
foram introduzidas nos tubetes contendo substrato para
o enraizamento. Neste procedimento a extremidade
das hastes antes do plantio foram tratadas com acido
indolbutirico, para auxiliar no enraizamento das estacas.
O processo de enraizamento durou aproximadamente
60 dias e durante esse periodo, as mudas foram
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mantidas no viveiro 50% de sombra, recebendo apenas
irrigacdo com agua isenta da solugdo nutritiva (em
virtude da inoculagdo com os fungos micorrizicos).

Apo6s o enraizamento, as mudas foram transferidas
para sacos plasticos com capacidade para 3 kg,
contendo substrato comercial, previamente esterilizado
em autoclave a 120°C durante uma hora e meia, em
trés dias alternados. A inoculagdo das mudas com as
espécies de fungos micorrizicos arbusculares foi
realizada colocando-se proximo a regido das raizes, o
indculo formado por solo, esporos, fragmentos de hifas
e raizes colonizadas, no momento do transplantio para
0S sacos.

A quantidade de in6culo foi definida de acordo com
o numero de esporos por grama de solo, utilizando-se
100 esporos por planta. No tratamento controle, foram
adicionados 10 mL de uma suspensdo obtida pela
filtragem da mistura de solo-indculo isenta de
propagulos de FMAs, para tentar equilibrar a populagao
microbiana do solo. Apos a inoculagao, as mudas foram
mantidas em condigdes de viveiro (50% de sombra),
sendo irrigadas com agua destilada, conforme
necessidade, durante 120 dias, contados a partir do
enraizamento das mudas.

- Avaliacao do crescimento e estado nutricional
das mudas micorrizadas

Apo6s 120 dias, as mudas foram coletadas, sendo
inicialmente realizada a medicao da altura das mudas
(distancia entre o nivel do solo e a inser¢ao do broto
terminal da haste principal), com auxilio de uma régua
milimetrada; e do didmetro do caule (5 cm acima do
colo da planta) utilizando um paquimetro digital.
Realizada a medicdo, as mudas foram cortadas,
separando-se a parte aérea das raizes. As raizes
foram lavadas e, com auxilio de uma pinga,
subamostras (<2 mm) foram coletadas aleatoriamente
e preservadas em alcool etilico a 50% para
determinacdo da taxa de colonizacdo micorrizica
utilizando o método da placa quadriculada (Giovannetti
& Mosse, 1980). O restante das raizes foi
acondicionado em estufa de secagem com ventilagao
forgada a 65°C, até a obtencao de peso constante para
determinagdo da biomassa seca radicular.

Para determinacdo da colonizagdo micorrizica, as
raizes finas coletadas das mudas (< 2mm) foram
lavadas repetidas vezes em dgua destilada e em seguida

imersas em solucdo de NaOH 10% por 24 h, em
temperatura ambiente, para serem diafanizadas. Apos
esse periodo, foram lavadas com agua destilada,
tratadas com H,O, alcalina por 45 minutos € em
seguida com HCI 1% por 3 minutos. Posteriormente
imersas em solu¢do de azul de trypan 0,05%
lactoglicerol por 24 h, em temperatura ambiente (Koske
& Gemma, 1989), e apos este periodo, conservadas
em lactoglicerol acido, até avaliacao.

As raizes coradas foram avaliadas através do
método da placa quadriculada (Giovannetti & Mosse,
1980). Neste método, fragmentos de raizes coradas
foram colocados em placa quadriculada (quadriculas
de 1,27 cm) e observados em microscdpio
estereoscopico (40x), sendo contados 100 segmentos
de raiz que fizeram intersecdo com as linhas verticais
e horizontais e registrou-se o numero de segmentos
colonizados. Considerou-se positivos, os segmentos de
raizes que apresentaram estruturas tipicas de fungos
micorrizicos, tais como vesiculas, arbusculos, hifas e
pelotdes.

A parte aérea das mudas de cacau foi colocada
para secar em estufa de circulagdo forcada de ar a
65°C até atingir peso constante. Apos este periodo,
determinou-se a biomassa seca da parte aérea, através
de pesagem, e em seguida, foi realizada moagem e
digestao com acido sulfurico e peroxido de hidrogénio
(Thomas, Sheard & Moyer, 1967) e nos extratos, foram
determinados os teores dos macronutrientes (N, P, K,
Ca, Mge S).

- Analise estatistica

Os resultados obtidos foram submetidos ao teste
de normalidade (Shapiro-Wilk) e homocedasticidade
(Bartlett). Os dados referentes a colonizacao
micorrizica foram transformados em arc sen

A/ X/100 -

Foi também realizada analise de variancia e teste de
Scott e Knott, a 5% de probabilidade, para a
comparagao das médias. Realizou-se ainda um teste
de correlagdo de Pearson (significancia pelo teste t de
Student, a 5% de probabilidade), entre as variaveis, teor
de macronutrientes, altura das plantas, diametro do caule,
producdo de biomassa seca na parte aérea e raizes e
taxa de colonizagdo micorrizica das raizes, utilizando o
programa estatistico R (R Core Team, 2019).
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Resultado e Discussao

Houve efeito do fator clone sobre o didmetro do
caule (DM) e peso seco das raizes (PSR) (Tabela 1).
A interacdo clones versus fungos (CXF) foi
significativa para peso seco da parte aérea das mudas
(PSPA) (p £0,05), e taxa de colonizag@o micorrizica
das raizes (CM) (p <0,001). As varidveis PSPA e
CM foram influenciadas pela espécie fungica testada
(p<0,001).

O tipo de clone influenciou nos teores dos
nutrientes calcio (Ca) (p <0,05) e magnésio (Mg)
(p<0,001) (Tabela 2). Somente houve efeito do fator
fungo sobre o teor de enxofre (S) na parte aérea das
mudas. Nao houve efeito significativo da interagao
clone x fungo (CxF).

De acordo com os resultados, nota-se que mudas
do clone CCN 51 apresentaram maiores teores de Ca,
em relacdo as mudas dos demais clones (Tabela 3).
Paramo et al. (2014) avaliando a absorg¢ao e distribuigdo
de nutrientes em clones de cacau e seus efeitos nos
rendimentos, verificaram que o CCN 51 foi mais
eficiente na absor¢ao de nutrientes comparado a outros

Tabela 1. Resumo da analise de variancia da altura (AL), diametro
(DM), peso seco da parte aérea (PSPA), peso seco da raiz (PSR), taxa de

colonizacdo (CM)

Santos et al.

Tabela 3. Teores de Ca (calcio), Mg (magnésio), didmetro do
caule (DIAM) e peso seco das raizes (PSR) de diferentes clones
de cacau

SJ02 9,905 b 4,70 b 2,38Db 1,03b
CEPEC2002 10,87 b 4,75b 2,74 a 2,02a
CCN 51 12,11a 6,03 a 2,59a 1,70 a
PH 16 11,13 b 5,86a 2,35b 1,22b

Meédias seguidas pela mesma letra na coluna ndo diferem entre
si pelo teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade.

clones. Os clones SJ 02, CEPEC 2002 e PH 16 nao
diferiram estatisticamente entre si, com relagdo aos
teores de Ca na parte aérea, cujos valores variaram
entre 9,9 e 12,11 (g kg'). Ndo houve diferenga
significativa entre os clones CCN 51 e PH 16 com
relagdo ao teor de Mg. De acordo com Paramo et al.
(2014) essa diferenga nos teores de nutrientes em
clones de cacau pode ocorrer, uma vez que alguns
clones sdo mais eficientes na absor¢ao de determinados
nutrientes que outros.

Verificou-se melhor desempenho dos clones
CEPEC 2002 e CCN 51 em didmetro do caule (DM)
e peso seco da raiz (PSR), ndo diferindo
estatisticamente entre si. [sso evidencia que
ha uma diferenca entre os clones com
relacdo a eficiéncia nutricional e produgdo
de biomassa (Carmo Pinto et al., 2011). Os
clones SJ 02 e PH 16 apresentaram

ns sk ns sk ns . . ., .
Clone (€) 34,50 0,505 0,0047 3,05 0,0078 desempenho inferior para essas variaveis.
Fungo (F) 177,72 0,088 0,013%** 1,36™ 0,1729%** .
CxF 64,60 017" 0.0051* 188"  0.0508*+* Analisando o desempenho das mudas dos
Residuo 7978 0141 0.0018 0.9 0.0102 diferentes clones de cacau inoculadas com
V% 25,62 14.93 1882 6656 1481 as espécies flngicas, nota-se que as mudas

*#%* ¢ * significativo (p< 0,001) e (p £ 0,05), respectivamente pelo teste
F. ndo significativo (ns), Quadrado Médio (QM), Coeficiente de Variagdo (CV).

Tabela 2. Resumo da analise de variancia dos teores de potassio (K),
calcio (Ca), magnésio (Mg), nitrogénio (N), fosforo (P), enxofre (S)

Clone (C)  28,34™ 12,38* 7,52%** 8,97 0,270
Fungo (F) 8,48 1,32™ 1,45 2,72 0,070
CxF 32,36™ 3,94 0,83™ 4,50~ 0,095
Residuo 24,51 3,24 1,09 4,70 0,095
CV% 25,29 16,38 19,63 13,81 13,52

do clone SJ 02 inoculadas com as espécies
fingicas nao diferiram estatisticamente entre
si, contudo, apresentaram maior incremento
na producao de biomassa na parte aérea em
comparacao as mudas do tratamento controle
(Tabela 4).

Mudas do clone CEPEC 2002 inoculadas
com as espécies fungicas ndo diferiram

gﬁ?g* estatisticamente das mudas controle deste
0,078 clone. Nesse caso, nota-se que
0,106  provavelmente os rendimentos em peso seco
17,35 da parte aérea (PSPA) das mudas de cacau

**% ¢ * significativo (p< 0,001) e (p< 0,05), respectivamente pelo teste
F. ndo significativo (ns), Quadrado Médio (QM), Coeficiente de Variagao (CV).
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foram provenientes de aspectos genéticos do
proprio clone. Observa-se com os resultados
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Tabela 4. Efeito da inoculagcdo com espécies de fungo micorrizicos
arbusculares (FMA) sobre o peso seco da parte aérea (g planta™') de diferentes

clones de cacau

105

fungos micorrizicos arbusculares
proporcionando aumento na producao de
matéria seca de mudas de gravioleira. Costa

LSS0 Clones etal. (2001) testando a inoculagdo de FMAs

Lo 16 SJ02 CEPEC2002 CCNS1 PH16 em aceroleira também verificaram

Acaulospora mellea 3,80aB 5,85aA 8,11aA 3,85bB resultados expressivos da inoculacdo no

Dentisculata heterogama 5,50 a A 8,16 aA 221bB  555aA aumento da matéria seca da parte aérea.

Scutellosporacalospora 7,18 a A 8,33aA 729aA 851aA Entretanto & preciso considerar o que foi
Glomus formosanum 5,83aA 493aA 737aA 2,74bB .

Controle 258b A 456aA  420bA  348bA verificado por Soares et al. (2012) em seu

Meédias seguidas pela mesma letra maiuscula, na linha, e minuscula, na
coluna, ndo diferem entre si pelo teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade.

que gendtipos do CEPEC 2002 possuem alto potencial
de produgao de biomassa, sendo assim, o desenvolvimento
das mudas desse clone independe da inoculagcdo com
fungos micorrizicos arbusculares (FMAs).

No caso do clone CCN 51, as espécies fungicas
Ac. mellea, Sc. calospora e G. formosanum
promoveram incremento no peso seco da parte aérea
das mudas. Dentro do mesmo clone ndo diferiram
estatisticamente entre si com relacdo a produgao de
biomassa seca da parte aérea as mudas inoculadas
com a espécie D. heterogama e tratamento controle.
Para o clone PH 16 as espécies D. heterogama e Sc.
calospora, destacaram-se, enquanto que mudas
inoculadas com as espécies Ac. mellea e G.
formosanum néo diferiram das mudas controles.

Analisando a eficiéncia de cada espécie de FMAs
entre os diferentes clones, observa-se que Ac. mellea,
promoveu incrementos significativos na producao de
biomassa seca na parte aérea dos clones CEPEC 2002
e CCN 51. A espécie D. heterogama, aumentou a
produgdo de biomassa seca da parte aérea (PSPA)
nas mudas de cacau dos clones SJ 02, CEPEC 2002 e
PH 16. Nao houve diferenca significativa na producao
de biomassa seca da parte aérea dos clones quando
inoculados com a espécie Sc. calospora. Enquanto
para a espécie G. formosanum apenas o PH
16 apresentou desempenho inferior aos outros

estudo sobre a inoculagdao de espécies de
FMAs em mudas de jenipapeiro, que
geralmente existe seletividade do hospedeiro
por determinadas espécies de FMAs. Nesse sentido,
alguns clones de cacau sdo mais responsivos a
inoculagdo micorrizica com determinada espécie em
comparagdo a outras, e isso dependera do grau de
compatibilidade genética entre o fungo e a planta.

A taxa de colonizacdo micorrizica das raizes
depende muito da interagdo fungo/planta e também ¢
influenciada por fatores ambientais (Folli-Pereira et
al, 2012). De acordo com Cavalcante et al. (2002), a
inoculagao de diferentes espécies de FMA resulta em
respostas diferenciadas por parte do hospedeiro. Nesse
sentido verificou-se maiores taxa de colonizagdo do
clone SJ 02 pelas espécies D. heterogama, Sc.
calospora e G. formosanum, com respectivamente
68%, 70% e 80% (Tabela 5). Mudas do clone CEPEC
2002 apresentaram maiores taxas de colonizagao,
quando inoculadas pelas espécies Sc. calospora
(79%) e G. formosanum (84%) que ndo diferiram
estatisticamente entre si.

As mudas do clone CCN 51 quando inoculadas pelo
fungo G. formosanum apresentaram maiores taxas
de colonizacdo micorrizica (84%), diferindo
estatisticamente das mudas inoculadas com as demais
espécies. Silveira et al. (2003) registraram resultados
semelhantes avaliando a espécie do género Glomus

Tabela 5. Taxa de colonizagdo micorrizica das mudas de diferentes clones

clones para peso seco da parte aérea (PSPA)
(Tabela 4). Varios trabalhos evidenciam os

efeitos positivos da inoculacdo por fungos
micorrizos no aumento da producao de matéria
seca em frutiferas (Trindade, Siqueira e
Almeida, 2001; Minhoni e Auler, 2003).

de cacau
Espécies de Clones
FMAs SJ02 CEPEC2002 CCNS51 PHI16
Acaulospora mellea 50bA 41bA 63bA 56cA
Dentisculata heterogama 68 a A 57bA 60b A 76b A
Scutellosporacalospora 70 a B 79aB 71bB 98aA
Glomus formosanum 80aA 84aA 84aA 54¢cB

Samarao et al. (2011) encontraram
respostas positivas da inoculagcdo com

Meédias seguidas pela mesma letra maiuscula, na linha, e minuscula, na
coluna, ndo diferem entre si pelo teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade.
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em seu estudo com mudas de maracujazeiro. O clone
PH 16, apresentou maior taxa de colonizacdo pela
espécie Sc. calospora (98%) seguida pela espécie
D. heterogama (76%) que diferiram estatisticamente
entre si e das demais espécies. Contudo, mudas deste
clone inoculadas com as espécies Ac. mellea e G.
formosanum nao diferiram estatisticamente entre si
com relacdo a taxa de coloniza¢do micorrizica.

Referente aos melhores clones dentro de cada
espécie de FMAs para taxa de colonizagdao observa-
se que as espécies Ac. mellea e D. heterogama, nao
apresenta diferenca estatistica entre os clones
utilizados. Enquanto para Sc. calospora apenas o clone
PH 16 apresentou melhor taxa de colonizagao das
raizes. Ja para G. formosanum todos os clones
apresentaram melhores taxas de colonizagao, exceto
o PH 16, onde registrou-se resultado inferior aos demais
clones dentro dessa espécie (Tabela 5).

Independente do tipo de clone, mudas de cacau
inoculadas com as espécies fungicas Ac. mellea e G.
formosanum, apresentaram maiores teores de enxofre
na parte aérea que as mudas inoculadas com as demais
espécies (Tabela 6). Nao houve diferenca significativa
nos teores de S na parte aérea das mudas de cacau
inoculadas pelas espécies D. heterogama, Sc.
calospora e as mudas do tratamento controle. O
enxofre ¢ de extrema importancia no
desenvolvimento da planta, suas fungdes
assemelham-se ao do nitrogénio (Stipp e Casarin,
2010). Assim também como o nitrogénio, este elemento
ndo se encontra disponivel no solo para absor¢ao pelas
plantas, havendo a necessidade de processos
microbiologicos para mineralizagado e disponibilizagao
deste em forma de sulfato (SO,*). Sendo assim,
nota-se que houve uma contribuicdo significativa das
espécies Ac. mellea e G. formosanum no teor de
enxofre nas mudas de cacau.

No presente estudo também foi avaliada a
correlacdo entre a taxa de colonizacdo micorrizica
(CM) com os parametros de crescimento (AL, DM,
PSPA e PSR) e nutricdo das mudas (N, P, K, S, Ca,
Mg) (Tabelas 7 e 8).

Houve correlagdo positiva significativa entre taxa
de colonizagao micorrizica (CM) e peso seco da
parte aérea (PSPA) (r = 0,61), peso seco da raiz
(PSR) (r=0,48) e altura de plantas (ALT) (r=10,61)
(Tabela 7). Silveira et al. (2003) constataram em seu
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Tabela 6. Teor de enxofre (g kg') nas mudas de cacau de
diferentes clones inoculadas pelas espécies de FMAs

Fungos Enxofre (S) (g kg™)
Acaulospora mellea 1,98a
Dentisculata heterogama 1,72b
Scutellospora calospora 1,86 b
Glomus formosanum 2,09a
Controle 1,72 b

Meédias seguidas pela mesma letra na coluna ndo diferem entre
si pelo teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade.

Tabela 7. Coeficiente de correlacdo linear de Pearson para as
variaveis de desenvolvimento das mudas e taxa de colonizagao

Desenvolvimento das mudas CM
AL 0,61*
DM 0,33
PSPA 0,61*
PSR 0,48*

*significativo a 5% de probabilidade pelo teste t. ns: ndo
significativo a 5% de probabilidade pelo teste t.

Tabela 8. Coeficiente de correlacdo linear de Pearson para as
variaveis de nutri¢do das mudas e taxa de colonizagao

Variaveis de Taxa de
nutricio das mudas Colonizacao
N 0,19
P 0,21
K -0,20m
S 0,41*
Ca -0,16™
Mg 0,13

*significativo a 5% de probabilidade pelo teste t. ns: ndo
significativo a 5% de probabilidade pelo teste t.

estudo correlacdo significativa entre taxa de
colonizacdo e producdo de matéria seca, o que reflete
efeito positivo da micorrizagdo no crescimento das
mudas. Soares et al. (2012), avaliando fungos
micorrizicos arbusculares no crescimento e nutri¢do
de mudas de jenipapeiro também encontraram
correlagdes significativas entre a taxa de colonizagao
e parametros de crescimento das mudas.

No tocante a correlagdo da taxa de colonizagdo
das raizes e as variaveis de nutrigdo das mudas de cacau
os resultados demonstram que houve correlagao
significativa apenas para o elemento enxofre (S) (r =
0,41) (Tabela 8). Desse modo os fungos micorrizicos
associados as raizes das mudas de cacau as tornaram
mais eficientes na absor¢do do enxofre (S).



Fungos micorrizicos em mudas clonais de T. cacao. 107

Os elementos nitrogénio (N), fosforo (P), potassio
(K), Calcio (Ca) e magnésio (Mg) ndo apresentaram
correlacdes significativas com a taxa de colonizacao
micorrizicadas raizes. Entretanto a auséncia de
correlacdo ndo significa que ndo houve uma
contribuicao dos fungos micorrizicos arbusculares na
nutricdo das mudas de cacau, uma vez que para se
medir essa efici€ncia varios fatores devem ser
considerados como concentragdo do nutriente no solo
e interag@o fungo/planta (Antoniolli e Kaminski, 1991;
Oliveira, Oliveira e Figueredo, 2003).

Conclusao

- O clone CCN 51 apresentou melhor desempenho
na absorcdo do Célcio e Magnésio, maior peso seco
da raiz e didmetro do caule.

- Osclones PH 16, CCN 51 apresentaram melhores
rendimentos em peso seco da parte aérea, quando
inoculado com as espécies de FMAs: Acaulospora
mellea, Scutellospora calospora e Glomus
formosanum.

- Todos os clones apresentaram boas taxas de
colonizagdo das espécies de FMAs utilizadas exceto
SJ 02, CEPEC 2002 ¢ CCN 51 dentro da espécie
Scutellospora calospora ¢ PH 16 dentro da espécie
Glomus formosanum.

- As espécies Acaulospora mellea e Glomus
formosanum foram mais eficientes na absor¢do do
Enxoftre.

- Houve correlacdes significativas entre a taxa de
colonizagdo das raizes ¢ o desenvolvimento das mudas.
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O mel de cacau (MC) ¢ uma polpa mucilaginosa, rica em pectina, obtida do fruto do cacaueiro (Theobroma
cacao) e apresenta bom potencial para a produgdo de bebidas alcodlicas, no entanto, faz-se necessario a redugao
da pectina principalmente para evitar a formagao de precipitados. Assim, este estudo teve por objetivo investigar
a clarificagdo do MC, como pré-tratamento, com duas etapas sequenciais: enzimatica (pectinases comerciais) e
fisica (bentonita). As melhores condi¢des de clarificagdo que resultaram nos menores valores de absorbéncias
(abs,,,=0,055+0,037) e densidade (p = 1,0547 +0,0012 g/mL) foram definidas para a etapa enzimética como: 22,57
U/mL de poligalacturonase / 0,013 1 U/mL de pectinametilesterase / 25 °C/ 75 rpm /30 min e para a etapa fisica como:
1,0 g/mL de bentonita / 30 min / 4.000 g. Foi ainda investigada a fermentagdo do MC clarificado apenas com as
pectinases em comparagdo com o MC in natura e néo foi possivel identificar diferenga significativa entre os teores
alcodlicos obtidos (~8 %, v/v) apds 24 h. Estes resultados sugerem a utilizagdo das pectinases, ¢ também da
bentonita, no pré-tratamento do MC para que possa ser destinado a produgdo de bebidas fermentadas e/ou
destiladas.

Palavras-chave: enzimas pectinoliticas, fermentado de fruta, planejamento de experimentos, produtos derivados
de frutas.

Study of the clarification of cocoa honey as a pre-treatment for the production

of a fermented beverage. Cocoa honey (MC) is a mucilaginous pulp, rich in pectin, obtained from the
fruit of the cacao tree (Theobroma cacao) and has a good potential for the production of alcoholic beverages,
however, it is necessary to reduce pectin mainly to avoid the formation of precipitates. Thus, this work aimed to
investigate the clarification of CM, as a pre-treatment before fermentation, with two sequential stages: enzymatic
(commercial pectinases) and physical (bentonite). The best clarification conditions that favored the lowest
absorbance (abs,,,=0.055 +0.037) and density (p = 1.0547 = 0.0012 g/mL) were defined for the enzymatic step as:
22.57 U/mL of polygalacturonase / 0.0131 U/mL of pectinamethylesterase / 25 °C / 75 rpm / 30 min and for the
physical step as: 1.0 g/mL bentonite / 30 min /4,000 g. The fermentation of the clarified MC only with pectinases
was also investigated in comparison to the fermentation of MC in natura and it was not possible to identify a
significant difference between the alcoholic levels obtained (~8 %, v/ v) after 24 h. These results suggest the use
of pectinases, and also bentonite, for the pretreatment of MC so that it can be used in the production of fermented
and/or distilled beverages.

Key words: experimental design, fruit products, fruit wine, pectinolytic enzymes.
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Introducao

O termo “pectina” se refere a um grupo complexo
de polissacarideos estruturais naturalmente encontrado
em vegetais (Canteri et al., 2012), no entanto, a
suspensao de particulas de pectina (associadas ou ndo
a proteinas, polifenois, etc.) em sucos e polpas de frutas
resulta em uma turbidez e viscosidade indesejadas para
processos e produtos industrializados. Os processos
de clarificacao industrial de sucos e polpas visam a
melhoria tanto de caracteristicas sensoriais quanto
tecnologicas, por meio da hidrélise das substancias
pécticas, o que resulta na redugdo da turbidez e da
viscosidade além de prevenir a formacao de
precipitados que pode acontecer durante as etapas de
processamento ou durante o estoque do produto final
(Pinelo, Zeuner & Meyer, 2010; Sandri et al., 2011).
Diferentes metodologias podem ser aplicadas para se
obter a clarificacdo de sucos e polpas, mas de forma
geral, ela tem sido mais comumente obtida pelo
emprego de pectinases (enzimas capazes de hidrolisar
as substancias pécticas) associadas (ou nao) a outros
agentes fisicos como bentonita e alginato (Sainz e Ferri,
2015) ou outras técnicas como a microfiltragdo (Bagci,
2014). A escolha da metodologia a ser aplicada em
diferentes escalas de processo, geralmente ¢ feita em
fungdo de fatores como, por exemplo, viabilidade
econdmica e/ou técnica e a eficiéncia e compatibilidade
com a polpa/suco.

As pectinases podem ser classificadas', a depender
da forma como atuam sobre as substancias pécticas,
como: pectato liase (E.C. 4.2.2.2 — atua na ligacao
(1,4)-0-D-galacturonana do pectato), pectina liase
(E.C. 4.2.2.10 — atua na posi¢do (1,4)-a-D-
galacturonana metil éster da pectina), poligalacturonase
(E.C. 3.2.1.15 — hidrolisa de forma randomica as
ligacdes (1,4)-o-D-galactosiduronicas de pectato e
galacturonanas) e pectina metilesterase (E.C. 3.1.1.11
— hidrolisa a ligacdo éster entre o acido galacturdnico
e o metanol na pectina). Estas enzimas sdo muito
eficientes para a clarificagdo de sucos e polpas de
frutas (Uenojo e Pastore, 2007) e sao aplicadas, por
exemplo, como solugdes (Sandri et al., 2011) ou na
forma imobilizada (Azar et al., 2020).

'"BRENDA - The Comprehensive Enzyme Information
System. Disponivel em: https://www.brenda-enzymes.org/
index.php, Gltima consulta em 29/12/2020.
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O “mel de cacau” (MC), em comparagdo com a
“polpa de cacau” (PC), é um material mucilaginoso
que se encontra mais aderido as sementes do cacau —
fruto do cacaueiro (Theobroma cacao) — e, devido a
seu maior teor de pectina (até cerca de 2,5 % m/v),
apresenta uma maior viscosidade (Santos, 2012). Seu
consumo tem sido feito na forma in natura (da mesma
forma que a PC) ou empregado, por exemplo, na
elaboragdo de geleias (Santos, 2012) e outros produtos
como sorvete (Ramos et al., 2014) e fermentados de
frutas (Magalhaes-Guedes et al., 2019). O MC
também ¢ empregado (artesanalmente) na producao
de licores (blend com cachaga), mas apresenta um
bom potencial para a produgdo (em maior escala) de
bebidas fermentadas e destiladas. No entanto, se o
MC for empregado em etapas como fermentacdo e/
ou destilagdo sem a reducdo do seu conteudo inicial
das substancias pécticas isso pode resultar na formagao
de precipitados durante essas etapas.

Assim, tendo em vista a importancia da cultura
cacaueira na regido Sul da Bahia e a necessidade de
uma maior variedade de produtos derivados do cacau
com maior valor agregado, o presente estudo teve por
objetivo investigar as melhores condigdes para
clarificacao do MC empregando uma etapa enzimatica
(com pectinases comerciais) seguida de uma etapa de
refinamento com agente clarificante (bentonita). Os
resultados obtidos sugerem que, especialmente a
clarificagdo enzimatica, pode ser aplicada como etapa
de pré-fermentacao do MC para a obtengao de bebidas
alcoolicas (ou outros produtos).

Material e Métodos

Mel de cacau (MC) in natura foi adquirido na
cidade de Ilhéus (BA, Brasil) entre os meses de
setembro a dezembro, em duas safras, em 2018 € 2019.
O MC foi filtrado com peneira (de uso doméstico) com
gaze e pasteurizado a 80 °C/ 1 a 2 min em banho-
maria e, apos resfriamento, foi congelado e assim
mantido até o momento de uso. Bentonita, na forma
de pdé fino, foi doada pela empresa Brasil Minas
(Guarulhos, SP, Brasil). As solugdes enzimaticas
Pectinex®: SMASH XXL (pectina liase de Aspergillus
niger), ULTRA SP-L (poligalacturonase de A.
aculeatus) e Yieldmash Extra (pectinametilesterase
de A. niger) foram doadas pela empresa Novozymes
(Araucaria, PR) e continham, conforme informagdes
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do fabricante, atividades de 22.500, 3.800 ¢ 3,30 U/
mL, respectivamente. A solucdo SMASH XXL
também continha atividade residual (valor nao
declarado) de glicoamilase. A levedura comercial
Saccharomyces cerevisiae CA-11, recomendada pelo
fabricante para producdo de cachaga, foi doada pela
empresa LNF (Bento Gongalves, RS, Brasil).

Clarificacdo: enzimatica e fisica

A clarificagdo de mel de cacau (MC) foi realizada
em duas etapas sequenciais, uma enzimatica e uma
fisica. Para este fim, foram empregados 50 mL de
MC em Erlenmeyers (250 mL) sendo adicionado um
volume total de 0,5 mL de solucdes de pectinase; a
rea¢do foi conduzida em incubadora shaker (MA830
Marconi®). Em seguida, o agente clarificante bentonita
foi adicionado, misturado ¢ ap6s um periodo de
complexacdo (estatica) em temperatura ambiente, o
meio foi centrifugado (K14-4000 KASVI) resultando
no mel de cacau clarificado (MCC).

O estudo das melhores condi¢des para a clarificacao
foi conduzido com a ferramenta estatistica de
planejamento experimental (Rodrigues e lemma, 2014)
sendo aplicada uma matriz do tipo Placket-Burman
(PB12) para sete variaveis independentes (fatores) e
duas variaveis dependentes (respostas). Para a etapa
enzimatica, foram investigados os fatores: propor¢ao
volumétrica (PEC) do volume total de solugdes
enzimaticas contendo: pectina liase / poligalacturonase/
pectina metilesterase de 0:3:2 a 4:1:0 (v:v:v),
temperatura (Tpec) de 25 a 55 °C, velocidade de
rotacdo (rpm) de 75 a 125 rpm e tempo de incubagado
(tpec, min) de 30 a 90 min. Para a etapa fisica foram
investigados os fatores: concentragdo de bentonina
(CLA) de 1 a4 g/L, tempo de complexagdo (t,) de 30
a 90 min e velocidade de centrifugacao (cent) de 4.000
a 7.000 g. As respostas avaliadas para o MCC foram:
densidade (p, g/mL) e absorbéancia (abs,,). A
Analises dos Efeitos com 95 % de confiabilidade foi
realizada com o auxilio do software estatistico
Protimiza Experimental Design® de forma a se
selecionar as melhores condi¢des de clarificacado.

Com base nas respostas obtidas, duas metodologias
de clarificagdo foram selecionadas: C1 [etapa

Protimiza Experimental Design®, disponivel em: https://
experimental-design.protimiza.com.br/, ultimo acesso em 15/05/2021.

enzimatica= 22,57 U/mL de poligalacturonase / 0,0131
U/mL de pectinametilesterase / 25 °C / 75 rpm / 30
min; etapa fisica = 1,0 g/mL de bentonita / 30 min /
4.000 g] e C2 [etapa enzimatica = 178,22 U/mL de
pectina liase / 7,52 U/mL de poligalacturonase / 55 °C
/75 rpm /30 min; etapa fisica = 1,0 g/mL de bentonita
/30 min / 7.000 g] e realizadas (triplicata) sendo os
valores médios de abs_, e p comparados com o MC

pelo teste de Tukey (realizado a 95 % de confiabilidade
com o Excel®, Microsoft).

Fermentacao do mel de cacau clarificado
(MCC)

As fermentagdes foram conduzidas (triplicata) com
50 mL do MCC com adicao de 0,5 g (peso seco) da
levedura comercial e 5 g de sacarose para
chaptalizagdo; a incubagao ocorreu em estufa B.O.D.
sob condig¢des estaticas a 29 °C /24 h (Koelher, 2020).
Inicialmente, foram avaliadas as metodologias de
clarificagcdo C1 e C2 e, ao final das fermentagdes, os
fermentados (F-C1 e F-C2) foram centrifugados a
12.000 g por 20 min para separacdo da massa celular
e de outras particulas; o sobrenadante foi analisado
quanto a: abseoo, P, SS, pH e teor alcoolico. Em seguida,
definiu-se uma nova condi¢do C3, realizada apenas
com a etapa enzimatica de C1 (descrita no item
anterior) e procedeu-se a fermentacdo (F-C3) em
comparagdo com a fermentacdo do MC; estas duas
condigdes foram analisadas quanto a composi¢ao de
agucares, alcoois e acidos organicos.

Analises fisico-quimicas

As analises listadas a seguir foram realizadas com
base nos protocolos definidos pelo Instituto Adolfo
Lutzs (IAL, 2008). A densidade (p, g/mL) foi
determinada com picndmetro de 25 mL (Protocolo 215/
IV). O pH (pH) foi determinado com pHmetro de
bancada (Protocolo 017/IV) e o teor de solidos soluveis
(SS, °Brix) foi obtido com um refratometro portatil
calibrado (Protocolo 010/IV). A presenca qualitativa
de pectina foi determinada com o teste do alcool
(Protocolo 048/1V). A leitura da absorbancia (abs,,)
foi realizada no comprimento de onda de 600 nm (UV-
Vis NOVA®).

A determinacdo de sacarose, glicose, frutose,
etanol, metanol, acido latico, acido acético e acido
citrico foi realizada por cromatografia liquida em um

Agrotropica 33(2) 2021



112

sistema HPLC (Hitachi Primaide) com coluna de troca
ionica (Aminex HPX-87H, 300 x 7,8 mm, Bio-Rad) e
detector de infra-vermelho (Knauer 98.00). As
amostras foram diluidas em 4gua ultrapura e filtradas
em membrana PVDF (0,45 um). Foi empregada a fase
movel de 0,005 N de H,SO, e vazdo de 0,6 mL/min
sendo mantida a temperatura ambiente (~26 °C) com
tempo de corrida de 20 min. A aquisi¢do e integracao
dos picos foi realizada utilizando o software Star
Chromatography Workstation 6.0 (Varian) com base
em curvas-padrao previamente obtidas com padrdes
cromatograficos.

Resultados e Discussoes

Estudo das condi¢oes de hidrolise

O mel de cacau (MC) in natura, foi inicialmente
caracterizado com os seguintes valores: abs = 0,722
+0,016e p=1,0708+0,0011 g/mL, pH=3,66+0,08 ¢
SS = 14,40 £ 2,26 °Brix; os valores de SS e pH foram
muito semelhantes aos relatados por Leite et al. (2019).
As respostas obtidas com a clarificagao realizada em
diferentes condigdes (Tabela 1) foram submetidas a
Analise de Efeitos (Tabela 2) para selecao das melhores
condi¢des de clarificagdo que resultassem nos menores
valores de absorbancia abs e p.

Souza et al.

De acordo com a Analise dos Efeitos, para ambas
as respostas, a curvatura (condi¢des centrais) nao foi
estatisticamente significativa (Tabela 2). Isso indica que
os valores médios das respostas dos ensaios centrais
(13, 14 e 15): abs = 0,046 + 0,014 ¢ p = 1,0615 +
0,0021 g/mL (Tabela 1) ndo representam uma melhora
significativa em relacdo a todos os ensaios realizados
que apresentaram valores médios de: abs,, = 0,055 +
0,004 e p=1,0537 = 0,0036 g/mL (Tabela 2).

A Anilise dos Efeitos para a resposta abs,
apresentou trés fatores com efeitos negativos
estatisticamente significativos (p <0,05): a proporcao
entre as enzimas (PEC), a temperatura de reacdo
enzimatica (T) e a centrifugagdo (cent) (Tabela 2),
indicando que seus menores niveis [0:3:2 (v:v:v), 25
°C e 4.000 g, respectivamente] foram favoraveis a
clarificagdo. Entretanto, o menor valor experimental
de abs,, — correspondendo a uma redugéo de 97,8 %
em comparag¢ao com o MC — foi obtido com o ensaio
5 (Tabela 1) realizado nos maiores valores de PEC
(4:1:0, viviv), T (55 °C) e Cent (7.000 g).

A clarificagdo de suco de péssego com solucao
comercial de poligalacturonase foi realizada por Sainz
e Ferri (2015) na temperatura de 50 °C (valor mais
proximo do ensaio 5) ja no estudo da clarificagdo de
suco de roma com solu¢do contendo a mesma enzima

Tabela 1 - Matriz codificada Placket-Bruman (PB12) para a clarificagdo de 50 mL de mel de cacau com os fatores: propor¢ao

volumétrica das solugdes de pectinases (PEC, v:v:v), temperatura (T), agitagdo (rpm), tempo de incubagéo (t ,
min) e centrifugacado (cent, g); os valores reais sao apresentados entre parénteses. As
) e densidade (p, g/mL)

bentonita (CLA, g/L), tempo de complexagio (t
respostas analisadas foram: absorbancia (abs

cla’

600

min), concentragao de

ec’

. Fatores Respostas
Ensaios e vy T(°C) Mt (min) CLA@QL) t.(min)  cent() abs,,  p(g/mL)
1| +1@1:0 Q25 +13125)  -1(30)  -1(10)  -1(30) -+ (7000) 0,042 1,0655
2 | H1@10)  H155) -1(75) 41(90)  -1(10)  -1(30) -1 (4000) 0.062 10666
3 4(0:32) 4155 +1(125)  -1(30) +1(40)  -1(30) -1 (4000) 0,087 1,0471
4 | 4110 @25 +1(125)  41(90)  -1(1.0)  +1(90) -1 (4000) 0.077 1,0591
5 | +1(@&1:0)  +1(55  -1(75)  +1(90) +1(40)  -1(30) -+ (7000) 0,016 1,0443
6 | +1(&1:0)  +1(55  +1(125)  -1(30) +1(40) +1(90) -1 (4000) 0,026 1,0464
7 4(032) 4155 41(125)  +1(90)  -1(1.0)  +1(90) +1 (7000) 0,027 1,0680
8 -1(0:3:2) 1@5) +1(125)  +1(90)  +1(40)  -1(30) +1 (7000) 0,061 1,0485
9 1(0:3:2) 1@S) -1(75)  +1(90)  +1(40) +1(90) -1 (4000) 0,106 1,0708
10| 41410 1@5) -1(75)  -1(30)  +1(40) +1(90) -+ (7000) 0,029 1,0453
1 A(0:3:2) 4155 -1(75)  -1(30)  -1(1,0) +1(90) +1 (7000) 0,035 1,0522
12 -1(0:3:2) AQ5 <175 -1(30)  -1(1.0)  -1(30) -1 (4000) 0,090 1,0304
13 0(2:2:1) 0(40)  0(100)  0(60)  0(25)  0(60) 0 (5500) 0,039 1,0591
14 0(2:2:1) 0(40)  0(100)  0(60)  0(25)  0(60)  0(5500) 0.036 10621
15 0(2:2:1) 0(40)  0(100)  0(60)  0(25)  0(60)  0(5500) 0,062 10632
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Tabela 2 - Andlise dos Efeitos para as respostas absorbancia (abs.,) e
densidade (p, g/mL) para a clarificagdo do mel de cacau com os fatores: proporcao
volumétrica das solugdes de pectinases (PEC, v:v:v), temperatura (T), agitagao
min), concentra¢ao de bentonita (CLA, g/L),

(rpm), tempo de incubagdo (t

113

obtencdo de um “vinho de fruta”, também
se mostrou viavel, sendo possivel observar
uma redugdo de 55 % da viscosidade, outro

tempo de complexagdo (t,, mlprelc) e centrifugagdo (cent, g) parametro importante para 0
Resposta: abs Respostar p (g/mL) processamento de polpas e que foi
Termos . 0 . investigado.
Efeito Erro Pad. p-valor | Efeito ErroPad. p-valor Na Figura la pode-se observar alguns
Adq k k . ~ .
Meédia 0,055 0,004 <0,0001 1,0537  0,0036 < 0,0001 exemplos da confirmacdo visual da
Curvatura | -0,018 0,018 0,3439 0,0155  0,0161 0,3721 . ~ ~ ~
clarificagdo em relacdo a formacdo de
PEC -0,026 0,008 0,0182* | 0,0017  0,0072 0,8228 .. o .
T 0025 0.008 0.0192* | 0.0008 00072 0.9118 precipitados e a redugdo da turbidez do
rpm 0,003 0008 07199 | 00042 00072 05835 Mmeio, ja as Figuras 1b e lc mostram
t 0007 0008 04355 | 00117  0.0072 0.1543  exemplos darealizagdo do teste qualitativo
pec ’ ’ ’ s ’ s , N
CLA 0,001 0,008 08728 |-0,0066 00072 0397 do alcool em que se observa a formagdo
t, 20,010 0008 02713 | 00065 00072 03992 de precipitado que indica a presenga de
Cent -0,040 0,008 0,0025* | 0,0006  0,0072 0,9404 pectina.

*Valores estatisticamente significativos com 95 % de confiabilidade (p <0,05).

por Cerreti et al. (2017) foi definida a temperatura
como 25— 30 °C (mais proximo do valor indicado pela
Analise de Efeito — Tabela 2). O emprego de
temperaturas mais brandas pode ser muito mais
vantajoso para preservar compostos bioativos ou
sensoriais das polpas ou sucos, mas € preciso também
avaliar em conjunto o desempenho da enzima na
temperatura selecionada (Rai et al., 2004).

O menor valor de p (1,0304 g/mL) foi obtido nas
condicdes do ensaio 12 (Tabela 1) em que todos os
fatores se encontravam em seus menores niveis: esse
ensaio resultou em reducdes de 23,65 % em relagdo a
p e 87,5 % em relagdo a abs,,; do MC. Para
comparacao, o pré-tratamento de polpa de banana com
pectinases e 4-amilase realizado por Cheirsilp &
Umsakul (2008) antes da etapa de fermentacdo para

Ao comparar os dois ensaios de maior
destaque (Tabela 1) — o ensaio 5 (de menor
abs.,)) e o ensaio 12 (de menor p) — ¢é possivel
observar que ambos tiveram em comum 0s menores
niveis de rpm et , no entanto, faz-se necessario
ressaltar a diferenga entre os valores de PEC para
estes dois ensaios. Cada uma das pectinases tem
caracteristicas cataliticas proprias e o resultado de suas
acoes depende também da natureza das substancias
pécticas disponiveis para sua agdo. De acordo com as
condi¢des experimentais empregadas, a atividade
enzimatica mais expressiva no ensaio 12 foi a
poligalacturonase (PEC = 0:3:2, v:v:v) e no ensaio 5
foi a pectina liase (PEC =4:1:0, v:v:v) (Tabela 1). Pouco
se tem mencionado sobre o uso combinado de
diferentes pectinases, sendo muito mais comum o
emprego das enzimas isoladamente, sendo a
poligalacturonase uma das mais aplicadas, como por

Figura 1 - a) da formagdo de precipitados e diferentes turbidez apresentadas durante os procedimentos de clarificacdo e dos
resultados do teste qualitativo para pectina b) apds e ¢) antes a clarificagdo.
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exemplo, nos estudos de: Cerreti et al. (2017), Bagci
(2014) e Umsza-Guez et al. (2011). Ja a pectina liase
foi aplicada por Pinelo, Zeuner & Meyer (2010) na
clarificagdo de suco de cereja e a pectinametilesterase
foi empregada com suco de abacaxi por Patidar et al.
(2016) e o estudo de Sandri et al. (2011) avaliou dois
extratos contendo diferentes pectinases de A. niger
na clarificagdo de uma solu¢do de pectina.

Desta forma, duas novas condi¢des de clarificacao
foram selecionadas: a condi¢dao C1 foi realizada nas
mesmas condi¢des do ensaio 12 (Tabela 1) — cujas
condicdes estdo em acordo com a Analise de Efeitos
— e a condicdo C2 foi baseada no ensaio 5 (Tabela 1)
— devido ao menor valor de abs,, — porém, com os
valores de t e CLA mantidos iguais aos de C1.

As repeti¢oes destas duas condi¢des de clarificagao,
Cl e C2, apresentaram valores médios de: abs,,, =
0,055+0,037/p=1,0547+0,0012 e abs = 0,114 +
0,056 / p = 1,0660 £ 0,0053, respectivamente.
Considerando a variabilidade dos experimentos, foi
realizado o Teste de Tukey para médias entre as
condigdes: MC, C1 e C2. Para a resposta abseoo,
houve diferenca estatisticamente significativa entre
MC e os dois tratamentos de clarifica¢do, no entanto,
estes tratamentos nao apresentaram diferenga
estatistica entre si. De forma complementar, para a
resposta p ndo foi identificada diferenga
estatisticamente significativa entre as trés condigdes
analisadas. Dessa forma, e com base na Analise de
Efeitos, a condi¢do C1 foi selecionada como referéncia
para a fermentacdo.

Fermentaciao do mel de cacau clarificado

O MC foi clarificado pelas metodologias C1
(etapas enzimatica e fisica) e C3 (apenas a etapa
enzimatica de C1) e fermentado; a
Tabela 3 apresenta os resultados
obtidos para abs,,, p, SS e pH
antes (0 h) e apds a fermentacdo

Tabela 3 - Valores obtidos para a absorbancia (abs

por centrifugacdo. No entanto, € possivel ainda inferir
que a utiliza¢do da bentonita ndo resulta em um impacto
tao significativo quanto a acdo das pectinases, sendo
assim, ¢ possivel sugerir que a clarificacdo seja
realizada apenas com as pectinases.

O desempenho dos fermentados F-C1 e F-C3 apos
24 h foi muito semelhante (Tabela 3), sendo possivel
observar que o tempo de fermentagao poderia ter sido
maior de forma a se aumentar tanto a massa celular
(para F-C1 foide 1,04 + 0,16 g e para F-C3 de 1,23
+ 0,20 g, peso umido) quanto a reducdo de SS (que
foi em torno de apenas 33 — 34 %, Tabela 3).
Adicionalmente, foram observados acréscimos entre
50 € 87 % dos valores de abs apds a fermentagdo
(Tabela 3), o que pode ser atribuido, por exemplo,
aos agucares residuais no meio uma vez que a
medida no tempo zero equivale ao MC clarificado
antes da chaptalizagdo para preparo do mosto. E
possivel ainda observar que os fermentados obtidos
resultaram em meios mais clarificados (menor
abs,, ) em relagdo ao MC.

Em seguida, a condigdo F-C3, foi realizada
novamente ¢ as composi¢oes obtidas de agucares,
alcoois e acidos organicos foram comparadas em
relacdo a fermentacdo do MC (F-MC). De acordo
com os resultados apresentados na Tabela 4, e
considerando a que ndo foi detectado metanol em
nenhuma das duas amostras e os teores alcoolicos (%,
v/v) foram estimados como 8,8 + 0,7 % (F-MC) e 8,2
+ 0,8 % (F-C3), é possivel observar que as duas
condi¢gdes apresentaram desempenhos semelhantes.
Adicionalmente, é possivel perceber uma maior
composicao de glicose e frutose na condi¢cdo F-C3, o
que pode ser entendido como um resultado da hidrélise
das substancias pécticas (Tabela 4).

), densidade (p, g/mL), teor de

600

solidos soluveis (SS, °Brix) e pH (pH) do mel de cacau clarificado com pectinases e
bentonita (F-C1) e apenas com pectinases (F-C3) antes (0 h) e ap6s (24 h) a fermentacéo
com S. cerevisiae CA-11

(24 h). As condigdes iniciais (0 h) absgy, p (g/mL)

entre C1 e C3 sugerem uma melhor ~ Fermentado Oh 24h Oh 24h
clarificagdo (menor abs600) na F-C1 0,141 +£0,013 0,211 +£0,087 | 1,0627 + 0,0032 1,0517 + 0,0035
condi¢do C3 (apenas etapa F-C3 0,105+ 0,005 0,196 +0,031 | 1,0567 +0,0072 1,0445 +0,0142
enzimatica). Provavelmente devido SS (°Brix) pH

a suspensao de particulas muito finas ~ Fermentado 0h 24h 0h 24h

de bentonita no meio que ndo F-C1 23,37+0,90 1520+ 0,92 3,33+ 0,01 3,31 +0,01
puderam ser totalmente removidas F-C3 20,80 £ 1,06 13,87 + 3,42 3,44 £0,01 3,35 +0,05
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Tabela 4 - Composicédo (g/L) de agtcares, glicerol e 4cidos orgénicos obtidos apds a fermentagdo (30 °C / 24 h) de mel de cacau in

natura (F-MC) e clarificado com pectinases (F-C3)

Fermentado Sacarose Glicose Frutose Glicerol Acd. Citrico  Acd. Acético Acd. Lactico
(g/L) (g/L) (g/L) (g/L) (g/L) (g/L) (g/L)
F-MC 2,01 £0,04 7,26 £0,53 53,06 £ 2,74 9,85+0,76  5,32+0,23 0,64 + 0,07 0,76 = 0,07
F-C3 2,16 £ 0,09 12,21 £ 1,81 61,70 £ 2,90 9,63 +0,71 524+0,40 0,67 £ 0,09 0,95 £ 0,02
Fato semelhante, aumento de agucares soltveis, Conclusées

foi observado na clarificagao de polpa de banana por
Cheirsilp & Umsakul (2008). As composigoes residuais
de agucares (sacarose + glicose + frutose) de ambas
as condig0Oes analisadas confirmaram mais uma vez que
o tempo de fermentacao empregado nao foi suficiente
para resultar em maiores teores alcodlicos, no entanto,
a depender da caracteristica desejada para o
fermentado, o tempo de fermentacao pode ser ajustado.
A fermentagdo de polpa de cacau por S. cerevisiae
UFLA CA 1162 foi, por exemplo, realizada a 22 °C e
por 30 dias além de cerca de 50 dias de decantacao e
maturagdo (Duarte et al., 2010), ja a fermentacao de
mel de cacau por S. cerevisiae AWRI726 foi realizada
a 20 °C por 10 dias (Leite et al., 2019).

A realizagdo apenas da etapa enzimatica (como
em C3) apresenta a vantagem de simplificacdo do
processo, sendo conhecida a grande eficiéncia das
pectinases. Por exemplo, na fermentacdo de polpas
de cacau por Duarte et al. (2010), foram
adicionadas as enzimas poligalacturonase e
celulases juntamente com a levedura para promover
a fermentacao e a clarificacdo de forma simultanea.
Ainda sobre este exemplo, este fermentado resultou
em um teor alcodlico (~8,13 %, v/v) muito
semelhante ao obtido neste presente trabalho e
foram obtidas ainda quantidades menores de glicose
(~3,43 g/L), de glicerol (~7,14 g/L) e de acido
acético (~0,37 g/L), auséncia de frutose e presenca
de metanol (~0,2 g/L) (Duarte et al., 2010). Ja a
fermentagdo de mel de cacau por 144 h resultou
em um teor alcoo6lico maior (14 %, v/v) e quantidades
maiores de sacarose (25,34 g/L) e menores de
glicose (1,35 g/L) e de frutose (5,86 g/L). Em estudo
desenvolvido em paralelo em nosso grupo de
pesquisa (Koelher, 2020), as condig¢des de
fermentacdo de misturas de mel de cacau e polpa
de cacau por S. cerevisiae L63 (boa produtora de
pectinase) resultou em teores alcoolicos que variaram
de 3 a 14 % (v/v) e absorbancias em torno de 0,100.

Se considerarmos o consumo in natura do mel de
cacau (MC), a clarificagdo pode interferir na aceitagao
sensorial devido a grande apreciagdo das suas
caracteristicas naturais (sabor, aroma e aparéncia), no
entanto, para a producdo de bebidas fermentadas, o
aspecto cristalino tanto do mosto quanto do fermentado
¢ desejado. Assim, a clarificacdo do MC ¢ proposta
neste estudo como técnica coadjuvante (prévia a
fermentagdo) para a producao de bebidas fermentadas
(e possivelmente destiladas) de forma a se obter
produtos com maior valor agregado. De acordo com o
estudo realizado, foi possivel definir a clarifica¢ao do
MC com pectinases comerciais (poligalacturonase e
pectinametilesterase) e, opcionalmente, com uma etapa
fisica sequencial empregando o agente clarificante
bentonita. Os resultados obtidos (especialmente em
relagdo a reducdo da absorbancia) indicaram que a
clarificagdo do MC ¢ possivel de ser obtida devido a
reducao do conteudo das substancias pécticas
promovido em grande parte pela acao das pectinases.
Assim, o emprego de pectinases € valido devido a sua
eficiéncia e disponibilidade comercial atual, o que pode
ser levado em consideracdo em diferentes escalas de
producao de derivados do MC, quando aplicavel.
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O objetivo deste trabalho foi o levantamento de dados através de pesquisas por metodologias adequadas para
a aplicagdo do teste de tetrazolio em sementes nativas do dominio fitogeografico amazonico. Foi realizada uma
pesquisa seletiva no site Flora do Brasil (2020) por espécies nativas do Brasil e do bioma amazonico, a partir da lista
que consta no documento do MAPA (Brasil, 2013). Posteriormente, realizou-se uma pesquisa exploratoria de forma
qualitativa em bancos de dados online do Google Académico, Scielo e Scopus por artigos, dissertagdes, teses,
trabalhos de conclusdo de curso, com teste de tetrazolio para tais espécies, seguida de uma analise seletiva e
analitica, compilando as metodologias indicadas nos trabalhos para a realizagdo de testes de tetrazolio. Das 141
espécies do dominio fitogeografico Amazonico que constam na lista no documento do MAPA, apenas para 36
foram encontrados estudos com analise de sementes utilizando tetrazdlio. Assim, verificou-se que existem poucos
trabalhos na literatura que fornecem informagdes para a aplicacdo do teste de tetrazolio nas espécies Amazonicas.
Restringindo assim, o uso dessa analise de grande importancia para os programas de controle de qualidade de
sementes, evidenciando a necessidade de pesquisas que proporcionem o enquadramento dessas metodologias
na RAS (Regras para Analise de Sementes).

Palavras-chave: Sementes florestais, teste de vigor, viabilidade.

Tetrazolium test in seeds of species of the amazonic phytoogeographic domain.
The objective of this work was to collect data through research by appropriate methodologies for the application
of the tetrazolium test in native seeds and in the Amazonian phytogeographic domain. A selective search was
carried out on the Flora do Brasil website (2020) for species native to Brazil and the Amazon biome, from the list in
the MAPA document (Brasil, 2013). Subsequently, an exploratory research was carried out in a qualitative way in
online databases of Google Scholar, Scielo and Scopus for articles, dissertations, theses, conclusion papers, with
a tetrazolium test for such species, followed by a selective analysis and analytical, compiling the methodologies
indicated in the works for carrying out tetrazolium tests. Of the 141 species in the Amazonian phytogeographic
domain that are listed in the MAPA document, only 36 studies with seed analysis using tetrazolium were found.
Thus, it was found that there are few studies in the literature that provide information for the application of the
tetrazolium test in Amazonian species, restricting the use of this analysis of great importance for seed quality
control programs, highlighting the need for research that provides the framing of these methodologies in the RAS
(Rules for Seed Analysis).

Key words: Forest seeds, vigor test, viability.

Recebido para publicacdo em 11 de marco de 2021. Aceito em 06 de agosto de 2021. 117
DOI:10.21757/0103-3816.2021v33n2p117-126



118 Gongalves e Garlet

Introducao

A avaliacdo da qualidade fisiologica das sementes
¢ indispensavel para a comercializacdo dos lotes. O
teste de germinagao € muito utilizado para determinar
se fisiologicamente as sementes estao viaveis, porém,
€ um teste que requer periodos de tempo relativamente
longos, principalmente em espécies que possuem
germinagdo lenta. Portanto, os testes que avaliam de
forma rapida e eficaz a viabilidade e/ou vigor das
sementes, estdo sendo cada vez mais estudados por
serem uma ferramenta promissora em programas de
controle de qualidade de sementes.

O controle de qualidade de sementes florestais em
laboratdrio € realizado através de analises, cujo objetivo
principal ¢ determinar o valor das sementes de um
lote ap6s sua extracdo e beneficiamento, antes de
serem remetidas ao viveiro ou para armazenamento
(Fowler e Martins, 2001). A demanda por sementes
florestais tem-se tornado maior para recuperagoes de
areas degradadas, recomposi¢do de matas ciliares e
reserva legal, como também para plantios com intuito
de produ¢ao madeireira. Porém, ainda existe uma vasta
caréncia de estudos em tecnologias de analises de
sementes para atender essa demanda.

A RAS (Regras para Analise de Sementes)
(Brasil, 2009) disponibiliza métodos oficiais para analise
de pureza, peso de mil sementes, determinagao do grau
de umidade, teste de germinacdo, e para diversas
outras andlises, que reunem um conjunto de técnicas,
procedimentos e prescrigdes, que padronizam a
metodologia empregada para uma dada espécie, os
quais sdo de uso obrigatério em laboratodrios
credenciados pelo MAPA que realizam essas analises.

Os estudos com tecnologia de sementes atualmente,
tem-se voltado em técnicas que avaliam a qualidade
fisiologica de sementes com periodos de tempos mais
curtos, facilitando o controle de qualidade para
producdo de sementes em larga escala. Os testes de
embrido excisado, condutividade elétrica, raios X, e
de tetrazolio, sdo exemplos de testes rapidos e
promissores. Mas esse estudo ira abordar metodologias
para o teste de tetrazolio em espécies do bioma
amazdnico.

O teste de tetrazodlio ¢ utilizado para determinar a
viabilidade de forma rapida e eficaz, além de
apresentar resultados até em sementes com dorméncia,
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e em sementes que se encontram em estado de dureza
apos o teste de germinagdo. As metodologias estdo
disponiveis na RAS para determinadas espécies, € em
artigos de pesquisa, porém, seu emprego ainda é¢ muito
limitado. Pois para a grande maioria das espécies em
geral ndo existe metodologias para a realizagdo do
teste, e principalmente em espécies nativas da regido
amazoOnica.

O teste de tetrazolio € um teste bioquimico, no qual
as sementes sao embebidas em uma solucdo incolor
de 2,3,5-trifenil cloreto ou brometo de tetrazolio, nas
concentragdes entre 0,05% a 1,0%, variando para
sementes de diferentes espécies, ao qual é usado como
um indicador para revelar o processo de redugdo que
acontece dentro das células vivas. Neste processo, 0s
ions de H+ liberados durante a respiragao dos tecidos
vivos sdo transferidos por um grupo de enzimas,
particularmente, a desidrogenase do acido malico, e
interagem com o tetrazolio, o qual é reduzido a um
composto vermelho, estavel e nao difusivel chamado
de trifenil formazan. Como esta reacdo se processa
no interior das células vivas ¢ o composto nao se
difunde, ha nitida separacdo dos tecidos vivos e
coloridos que respiram, daqueles mortos ¢ que ndo
colorem (Brasil, 2009).

A realizagdo do teste de tetrazolio exige a aplicacao
de procedimentos que preparam as sementes para a
coloragao, tais como, o pré-umedecimento que se faz
necessario para algumas espécies e altamente
recomendado para outras, facilitando a absor¢do da
solucdo do reagente; exposicdo dos tecidos do
embrido para a colorag¢do, que permite melhor
absorc¢ao da solugao de tetrazolio e facilita a avaliacdo
para muitas espécies. Sendo utilizadas diferentes
técnicas para expor os tecidos internos, como a
perfuracdo e/ou escarificacdo mecanica da semente,
corte longitudinal, corte transversal, incisdo
transversal, extracdo do embrido, e até a remocao
do tegumento. O pH da solugdo deve estar entre 6,5
a 7,5, pois solugdes acidas retardam a reacdo, a
temperatura entre 30-40°C, ndo ultrapassando os
40°C para que nao ocorra a degradacao das
proteinas, o armazenamento das sementes em
solucgdo de tetrazdlio deve estar sob pressao nula ou
desprezivel, e no escuro, tornando a reagdo mais
rapida e evitando a reducdo do sal, uma vez que a luz
causa este efeito (Peske et al., 2006).



Teste de tetrazdlio em sementes

O objetivo principal do teste de tetrazolio € distinguir
as sementes viaveis das ndo viaveis. Uma avaliacao
cuidadosa, baseada nos padrdes de coloragdo e de
sanidade dos tecidos, torna possivel separar diferentes
categorias de sementes dentro desses dois grupos
(Brasil, 2009). As sementes consideradas viaveis
colorem completamente, como também parcialmente,
desde que apresente padrdes de coloracdo que
indiquem a viabilidade, e as sementes nao viaveis ndo
colorem ou ndo possuem coloragdo bem definida.

As informacdes sobre o teste de tetrazolio em
sementes de espécies nativas da Amazodnia sao
escassas e estao dispersas em diversos artigos
cientificos, diante disto, essa pesquisa teve por objetivo
reunir todas essas informacgdes neste artigo, com o
intuito de facilitar a procura do material por estudantes
e pesquisadores.

Material e Métodos

Esta pesquisa trata-se de uma revisao bibliografica,
ndo sistematizada, classificada como exploratdria de
forma qualitativa, realizada por meio de levantamentos
bibliograficos em periodicos cientificos, nos idiomas
portugués e inglés. A lista de espécies utilizada para
realizar a pesquisa consta no documento do MAPA
(Brasil, 2013). Tais espécies foram consultadas no site
da Flora do Brasil (2020), com o objetivo de buscar
por espécies nativas do Brasil e do dominio
fitogeografico da Amazodnia.

Com base nesses resultados, foi pesquisado em
bancos de dados online do Google Académico e Scielo,
por artigos cientificos com informacdes de
metodologias para adequacdo do teste de tetrazolio
das espécies listadas, realizando uma leitura
exploratoria, seletiva e analitica, e assim, compilando
as indicagdes sugeridas por diversos autores em uma
tabela. As palavras chaves utilizadas foram: Sementes
florestais; Teste de vigor; Viabilidade e o nome
cientifico das espécies pesquisadas.

Resultados e Discusséao
Das 141 espécies do dominio fitogeografico da

Amazonia que foram pesquisadas, e que constam
no documento do MAPA (Brasil, 2013), apenas para
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36 dessas obtem-se trabalhos com metodologias
para a aplicagao adequada do teste de tetrazdlio
(Tabela 1).

Considerando o nimero reduzido de espécies com
testes de tetrazolio observadas nesta pesquisa,
constata-se que a tecnologia de sementes florestais
nativas carece de estudos. Segundo Calvi e Ferraz
(2014), em 2013 apenas 26% das espécies de interesse
comercial na Amazdnia Ocidental possuiam normas
para a avaliagdo da qualidade das sementes.

A utilizacdo do teste de tetrazolio para determinagao
da qualidade fisiologica das sementes ndo € nova, foi
desenvolvido por Delouche et al. 1976, mas a
explicacdo pela falta de metodologias em espécies
florestais nativas, se da pelo comércio das mesmas
até o momento ser ainda incipiente.

O teste de tetrazolio possui uma metodologia muito
rapida e confiavel, proporcionando resultados precisos
da viabilidade e vigor das sementes, garantindo um
otimo desempenho no campo. Pifia-Rodrigues e Santos
(1988) afirmam que os resultados obtidos no teste de
tetrazolio tendem a ser melhores que os obtidos no teste
padrdo de germinagdo, em fungdo de ndo se verificar
a presenca de fungos e nio se identificar a ocorréncia
de sementes dormentes.

A RAS (Brasil, 2009) j4 indica a utilizag¢ao de testes
rapidos em espécies que apresentam germinagao lenta,
a fim de minimizar prejuizos com relagao ao tempo de
avaliacdo de um lote de sementes.

No entanto, para a maioria das espécies florestais
nativas, principalmente amazdnicas, ndo ha
metodologias conhecidas e certificadas pela RAS para
esse teste de controle de qualidade, devido
principalmente ndo ser de interesse econémico ¢ a
fisiologia dessas espécies serem desconhecidas.
Porém, a preocupacdo com a conservacgao genética, e
o crescente mercado de sementes nativas para
restauracdo florestal, podera estimular pesquisas
especificas em busca de normas para esses testes
laboratoriais.

Oliveira e Ranal (2014) acreditam que o ato, em
si, da legislacdo outorgar o aumento do nimero de
espécies a serem utilizadas em projetos de
reflorestamento ou reestruturacdo de areas
degradadas, em detrimento de individuos, dar4 auxilio
para a formagao de campos de producao de sementes
nativas.
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Tabela 1- Espécies florestais nativas, do dominio fitogeografico Amazonico, seus respectivos nomes cientificos, familia botanica,
e indicagdes para a realizagdo do teste de tetrazolio

Espécie Indicacao
) Pré-condicionar quatro repeti¢des de 25 sementes em imersao na agua destilada por
Anadenanthera peregrina (L.) Speg. 24 horas a 25°C, posteriormente realizar a retirada do tegumento das sementes e
(Fabaceace) submergir os embrides em solugdo de 2,3,5-trifenil cloreto de tetrazolio (pH 6,5) na

concentrag@o de 0,1% por 24 horas a 30°C, sendo sempre mantido nesse periodo no
escuro (Pinho, Borges e Pontes, 2010).

Submeter quatro repeticdes de 10 sementes a embebi¢do em rolos de papel umedecidos
(2,5 vezes a massa do papel) e acondiciona-los em camara de germinagao regulada na
temperatura de 35°C por 6 horas, com posterior retirada do tegumento, sem corte
longitudinal, e imersas em solugao de 2,3,5-trifenil cloreto de tetrazolio (pH de 6,5 a
7,0) com concentragdo de 0,25% por 2 horas ou 0,50% por 1 hora (Fogaca, 2003).

Astronium graveolens Jacq.
(Anacardiaceac)

) ) Quatro repeticdes de 10 sementes, aos quais os embrides excisados sdo submetidos a
Bactris gasipaes Kunth (Arecaceae) imersdo em solugdo de 2,3,5-trifenil cloreto de tetrazolio na concentragao de 0,5% por
4 horas (Ferreira ¢ Sader, 1987).

Retirar a testa lenhosa das sementes, seccionar as améndoas longitudinalmente e
. realizar o processo de embebicdo em agua destilada por 20 horas, e ap6s esse periodo
Bertholletia excelsa Bonpl. (Lecythidaceae) submeté-las & imersdo em solucio de 2,3,5-trifenil cloreto de tetrazolio (pH 6,0 a 7,0)
na concentracdo de 0,5%, sendo mantidas em banho-maria a 45°C por 10 a 20 minutos

(Reis et al., 1979).

Seccionar as sementes ao meio e imergir em solucdo de 2,3,5-trifenil cloreto de tetrazolio
Bixa orellana L. (Bixaceae) na concentragdo de 0,075%, permane_cendo_ no escuro, a 30°C por 24 horas. (Qbs.:
nesse estudo o teste de tetrazdlio foi realizado somente nas sementes que ainda
permanecia em estado de dureza apos o teste de germinagao) (Picolotto et al., 2013).

Imersdo das sementes em solugdo de 2,3,5-trifenil cloreto de tetrazdlio na concentragdo
Terminalia corrugata (Ducke) Gere & de 1,0% por 24 horas. Para avaliagdo secciona-las longitudinalmente. (Obs.: nesse
Boatwr (Combretaceae) estudo o teste de tetrazolio foi realizado somente nas sementes que ainda permanecia

em estado de dureza apos o teste de germinagio) (Azevedo, 2008).

Submeter os pirenos ao pré-condicionamento por imersdo em um copo contendo 100 ml

de agua, por 24 horas a 25°C, com posterior quebra do endocarpo e extragio das sementes,

Byrsonima crassifolia (L.) Kunth e seguido de hidratacio das sementes por imersio em dgua (24 horas a 25°C), remogao dos
(Malpighiaceae) tegumentos e extragdo dos embrides, utilizando quatro repeticdes de 25 embrides para o

teste de tetrazolio. Imersdao dos embrides em solugdo de 2,3,5-trifenil cloreto de

tetrazolio na concentragdo de 1,0%, por 3 horas a 40°C. (Grzybowski et al., 2016).

Imersao das sementes em agua destilada por 24 horas a 25°C, com posterior
Cabralea canjerana (Vell.) Mart. seccionamento longitudinal através do centro do eixo embrionario, e imersdo em
(Meliaceae) solugdo de 2,3,5-trifenil cloreto de tetrazolio na concentragdo de 1,0% a 25°C por 2

a 3 horas (Grunennvaldt, Cantarelli e Salamoni, 2014).

Embebicdo das sementes em agua destilada por 24 horas, estando acondicionadas em
becker e mantidas em camara de germinagao tipo B.O.D na auséncia de luz e sob temperatura
Calophyllum brasiliense Cambess. constante de 25°C, com posterior retirada do tegumento e imersdo dos embrides em
(Calophyllaceae) solugdo de 2,3,5-trifenil cloreto de tetrazdlio na concentragdo de 0,5% (concentragdo
mais eficaz) por 3 horas em camera a 30°C, na auséncia de luz (Fré, 2010).

Seccionar longitudinalmente as sementes e submeté-las ao pré-condicionamento em agua
destilada por 24 horas a 25°C, com posterior imersdo em solugdo de 2,3,5-trifenil cloreto
de tetrazdlio na concentragdo de 0,1% por 6 horas na temperatura de 30°C, sendo
acondicionadas em copos plasticos, coberto com filme de plastico, na auséncia de luz
(Amoédo, 2015).

Carapa guianensis Aubl. (Meliaceae)
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Continuagdo Tabela 1.

Submersio de cinco repetigdes de 10 sementes em agua destilada por 6 horas a 30°C,
com posterior imersdo em solugdo de 2,3,5-trifenil cloreto de tetrazdlio na concentracdo
de 0,5% sob a temperatura de 30°C durante 24 horas. Apds esse periodo, secciona-
las longitudinalmente para analise da coloragdo (Marcos Filho, 2005).

Casearia sylvestris Sw. (Salicaceae)

Pré-umedecimento das sementes em papel toalha e acondicionamento das mesmas em
camara de germinagdo a 30°C por 5 horas, posteriormente corta-las longitudinalmente e
transversalmente, com a por¢ao do cotilédone contendo o embrido, e por fim, imergir em
solugdo de 2,3,5-trifenil cloreto de tetrazdlio na concentragao de 0,075% por 4 horas a
30°C, na auséncia de luz (Moraes et al., 2019).

Colubrina glandulosa Perkins
(Rhamnaceae)

Submeter quatro repeti¢des de 25 sementes ao processo de embebigdo em agua destilada
. = por 120 horas, e posteriormente realizar a retirada do tegumento e imergir as sementes
Copaifera langsdorffii Desf. (Fabaceac) em solugdo de 2,3,5-trifenil cloreto de tetrazolio na concentragdo 0,2% por 10 horas
a30°C, sendo acondicionado em recipiente escuro. Para a avaliagdo da coloragao deve

secciona-las longitudinalmente (Vieira, 2015).

Submeter as sementes ao pré-condicionamento, onde serdo embebidas entre papel de
germinagao, previamente umedecido com agua destilada (2,5 vezes a massa do papel)
¢ acondicionados dentro de sacos plésticos, por 48 horas a 30°C, em camara de
germinagdo, com posterior remoc¢ao total do tegumento, seguido de corte longitudinal
da semente, e imersdo em solugdo de 2,3,5-trifenil cloreto de tetrazolio na concentragdo
de 0,05% por 2 horas a 40°C (Freitas, 2016).

Cupania vernalis Cambess. (Sapindaceae)

Submeter quatro repetigdes de 25 sementes ao processo de embebigido em agua destilada
por 12 horas, com posterior remog¢ao do tegumento ¢ imersdo em solugdo de 2,3,5-

Dipteryx alata Vogel (Fabaceae) trifenil cloreto de tetrazélio na concentragdo de 0,2% por 12 horas a 30°C, sendo
acondicionado em recipiente escuro. Para a avaliagdo da coloragdo deve secciona-las
longitudinalmente (Vieira, 2015).

Pré-condicionamento em embebigdo lenta das sementes, sendo acomodadas em trés
Enterolobium schomburgkii (Benth.) folhas papel germitest, previamente umedecido (2,5 vezes a massa do papel), por 14
Benth. (Fabaceac) horas a 30°C, em camara de germinagdo do tipo B.O.D, com posterior remogdo do
tegumento manualmente e imersdo dos embrides em solugéo de 2,3,5-trifenil cloreto de
tetrazolio na concentracdo de 0,5% por 3 horas a 35°C, sendo mantidos na B.O.D, na

auséncia de luz (Borges, 2019).

Cortar as sementes longitudinalmente em quatro secgdes e remover o tegumento,

Eugenia stipitata McVaugh (Myrtaceae) posteriormente imergir dois quartos em solugdo de 2,3,5-trifenil cloreto de tetrazolio
na concentragdo de 1,0% por 24 horas a 30°C, no escuro em tubos de plastico de 2,0
ml (Calvi, 2015).

Submeter as sementes ao processo de embebicao em agua destilada, colocadas em
placas de petri e papéis filtro, por 48 horas, apos esse periodo, imergir as sementes
em solugdo de 2,3,5-trifenil cloreto de tetrazdlio na concentragdo de 1,0%, por 4
horas, em estufa a 35°C, sendo acondicionadas em recipientes de vidro cobertos com
papel aluminio (Rodrigues, 2016).

Genipa americana L. (Rubiaceac)

Quatro repeticdes de 25 sementes. Seccionar as sementes com trés cortes, sendo dois

Hancornia speciosa Gomes (Apocynaceac) laterais e um na parte superior oposta ao eixo embrionario para a retirada do embrido,
e imergir em solucdo de 2,3,5-trifenil cloreto de tetrazolio na concentragdo de 0,075%
por 60 a 90 minutos, em B.0.D, a 40°C (Barros et al., 2010).

Imersdo das sementes em agua destilada por 24 horas, apds esse periodo realizar a

Handroanthus albus (Cham.) Mattos remogdo do tegumento e imergir em solugdo de 2,3,5-trifenil cloreto de tetrazdlio na
(Bignoniaceae) concentragdo de 0,05% durante 15 horas em temperatura controlada de 30°C (Delfes
et al., 2020).
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Continuagdo Tabela 1.

Quatro repeti¢cdes de 25 sementes. Realizar a retirada da parte alada da semente ¢ em

Handroanthus impetiginosus (Mart. ex seguida submeté-las ao processo de embebigdo em agua destilada por 15 horas a 30°C,
DC.) Mattos (Bignoniaceae) com posterior retirada do tegumento e imersdo em solugdo 2,3,5-trifenil cloreto de tetrazolio

nas concentragdes de 0,15 ou 0,30% por 6 horas a 30°C, no escuro (Custodio etal., 2018).

Quatro repetigdes de 50 sementes (BRASIL, 2009). Retirar o tegumento com auxilio de
um martelo, seguido de embebig@o das sementes em papel toalha umedecido por 18
horas, e apds este periodo, imersdo em solugao de 2,3,5-rifenil cloreto de tetrazoélio na
concentragao de 0,5% por 2 horas, em estufa a 40°C (Wetzel, Cicero e Ferreira, 1992).

Hevea brasiliensis (Willd. ex A.Juss.)
Miill.Arg. (Euphorbiaceac)

Submeter as sementes ao processo de embebig¢do em agua destilada, colocadas em
Jacaratia spinosa (Aubl.) A.DC. placas de petri e papéis filtro, por 48 horas, apds esse periodo, imergir as sementes
(Caricaceae) em solugdo de 2,3,5-trifenil cloreto de tetrazolio na concentragdo de 1,0%, por 4
horas, em estufa a 35°C, sendo acondicionadas em recipientes de vidro cobertos com
papel aluminio (Rodrigues, 2016).

Submeter trés repeticdes de 20 sementes ao processo de embebi¢ao em agua destilada
Kielmeyera coriacea Mart. & Zucc. por 24 horas em temperatura constante de 25°C, e posteriormente colocar em contato
com a solugdo 2,3,5-trifenil cloreto de tetrazolio na concentragao de 0,5% por 24 horas
em camara de germinagio a temperatura constante de 25°C. Para a avali¢do deve seccionar
as sementes ao meio e examinar a metade que contém o eixo embrionario (Ramos, 2011).

(Calophyllaceae)

Extragdo dos embrides com posterior embebi¢ao em gerbox, utilizando papel mata
borrdo, por 72 horas, em camera de germinacao na temperatura de 25°C, apos esse
Mauritia flexuosa L.f. (Arecaceae) periodo imergir os embrides em solucdo de 2,3,5-trifenil cloreto de tetrazolio na
concentragdo de 0,5% por 4 horas sob temperatura de 30°C (Ribeiro et al., 2010;
Rubio Neto et al., 2012; Spera, Cunha e Teixeira, 2001; Vitorino et al., 2017).

] o Submeter as sementes ao processo de embebigao entre papel por 24 horas a 25°C, com
Mimosa caesalpiniifolia Benth. (Fabaceae) posterior remogdo do tegumento e imersdo das sementes em solucdo de 2,3,5-trifenil
cloreto de tetrazolio na concentragdo de 0,075% a 35 °C durante 1 hora (Silva, 2020).

Quatro repeti¢des de 25 sementes. Submeter as sementes a escarificagdo mecanica
utilizando lixa, e imergir em agua destilada por 48 horas em temperatura ambiente,
com posterior remoc¢ao do tegumento, ¢ realizar a imersdo dos embrides em 400 ml
de solugdo de 2,3,5-trifenil cloreto de tetrazolio (pH 6,5) na concentragdo de 0,1%
por 6 horas a 35°C, mantidos em copos plésticos descartaveis no escuro. Para
melhor avali¢ao deve seccionar os embrides longitudinalmente (Costa et al., 2018).

Parkia multijuga Benth. (Fabaceac)

Submeter as sementes ao processo de embebicado em agua destilada por 72 horas nas
temperaturas de 30 ou 40°C, com posterior corte transversal nas sementes, a fim de
expor o eixo embriondrio sem causar danos em sua estrutura. Apds o pré-
condicionamento ¢ preparo, imergir a metade das sementes que contém o eixo
embrionario em solu¢do de 2,3,5-trifenil cloreto de tetrazdlio na concentragdo de
0,50%, nas temperaturas de 30°C e 40°C durante trés horas, na auséncia de luz
(Nascimento ¢ Reis, 2014).

Psidium acutangulum DC. (Myrtaceae)

Imersdo das sementes em acido sulfirico por 30 minutos ¢ submissdo ao pré-
umedecimento por 24 horas a 30°C, e em seguida imergir em solugéo de 2,3,5-trifenil

Sapindus saponaria L. (Sapindaceac) cloreto de tetrazolio na concentragdo de 0,075% durante 4 horas, em cAmara regulada
a 30°C, sendo acondicionadas em copos plasticos de 50 ml cobertos com papel
aluminio (Neves, 2018).

Quatro repeti¢des de 20 sementes. O pré-condicionamento consiste em submeter as
sementes escarificadas manualmente (com lixa n° 80, na regido oposta ao embrido) a 48
Schizolobium parahyba (Vell.) Blake horas de embebicdo, entre papel de filtro umedecido, e acondicionado a 35°C, com
(Fabaceae) posterior retirada do tegumento, evitando-se danos ao embrido. Apos este periodo
s30 submetidas a solug¢do de 2,3,5-trifenil cloreto de tetrazolio na concentragdo de
0,10% por 4 horas, a 35°C, no escuro (Fogaca et al., 2011).
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Continuagao Tabela 1.

Escarificacdo mecanica das sementes utilizando lixa, e posterior imersdo em agua
destilada por 24 horas, a temperatura ambiente (25°C). Apos este periodo realizar a
remog¢do do tegumento e imergir os endospermas e embrides em solugdo de 2,3,5-
trifenil cloreto de tetrazolio (pH 6,5) durante 3 horas a temperatura de 25°C, na
auséncia de luz (Shimizu, 2009).

Schizolobium parahyba var. amazonicum
(Huber ex Ducke) Barneby (Fabaceace)

As sementes sdo pré-condicionadas em gerbox com agua destilada por 36 horas na
camara de germinagdo a 30°C. Apds esse periodo, os tegumentos sdo removidos
manualmente e os embrides imersos em solucdo de 2,3,5-trifenil cloreto de tetrazolio,
em gerbox protegidos da luz, na concentracdo de 0,075% por 6 horas a 30°C em camara
de germinacdo (Lima e Cunha, 2019).

Senegalia polyphylla (DC.) Britton & Rose
(Fabaceae)

Hidratar as sementes entre papel germitest umedecido durante 14 horas. Depois de
hidratadas, realizar a remog¢do dos tegumentos e endospermas, € imergir os embrides
na solugdo de 2,3,5-trifenil cloreto de tetrazolio na concentragdo de 0,075% a 35°C,
permanecendo incubados por 5 horas em camara de germinagdo (B.O.D), no escuro.
Para a avaliac@o da coloragdo deve seccionar os embrides longitudinalmente (Ferreira,
Davide e Motta, 2004).

Senna multijuga (Rich.) H.S. Irwin &
Barneby (Fabaceae)

Submeter trés repeticdes de 20 sementes ao processo de embebig¢do em agua destilada
por 24 horas em temperatura constante de 25°C, e posteriormente colocar em
contato com a solugdo 2,3,5-trifenil cloreto de tetrazolio na concentragdo de 0,5%
por 24 horas em camara de germinacdo a temperatura constante de 25°C. Para a
avali¢do deve seccionar as sementes a0 meio e examinar a metade que contém o eixo
embrionario (Ramos, 2011).

Spondias mombin L. (Anacardiaceae)

Submeter as sementes ao pré-condicionamento de pung¢o seguida de embebicao por
3 horas a 30°C, com posterior retirada da parte alada e do tegumento. Apos isso,
submeté-las a 5 horas de imersao em solugao de 2,3,5-trifenil cloreto de tetrazolio na
concentragdo de 0,20% a 30°C, no escuro (Silva et al., 2018).

Tabebuia aurea (Silva Manso) Benth. &
Hook.f. ex S.Moore (Bignoniaceac)
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Introduction

The genus Xylaria comprises 218 species, mostly
growing saprophytically on plant remains but some are
coprophilous or endophytes (Ju and Rogers, 2019).
Pathogenicity is not well demonstrated in Xylaria but
X. polymorpha (Pers.) Grev. is regarded as a real plant
pathogen causing butt rot on urban trees (Proffer, 1988).
The generic delimitation of Xylaria, Podosordaria and
Poronia is based primarily on the anamorphs, but this
premise is still under discussion. Podosordaria is known
to have a lindquistia-like anamorph. This character is
used to separate this genus from Xylaria which
possesses an anamorph of another type (Xylaria type)
(Daranagama et al., 2016). Podosordaria aristata
(Mont.), P. axifera (Mont.) and X. sicula Pass. &
Beltrani, which occur on leaves and fruits of several
plants, have sexual morphs resembling our species but
their teleomorphs are poorly described in the literature.

The Atlantic Rain Forest stretches along the Eastern
coastline of Brazil but remnants of it can be found on
the slopes of hills of the semiarid region of Bahia where
the rain precipitation varies from 220 to 400 mm per
year (INMET, 2019). In Serra da Jiboia, an altitude
marsh located in the municipality of Santa Teresinha,
State of Bahia, Northeast of Brazil (12°51°S, 39°28°W)
(IBGE, 2021), an interesting fungus was noted
occurring in association with Salzmannia nitida DC
a shrub of the family Rubiaceae which occurs in the
littoral areas of Brazil and other neotropical countries
(Pereira and Barbosa, 2004). Stromata of the fungus
were present on decaying leaves fallen on the ground
and on dead leaves hanging in the plant.

The objective of this paper was to identify and
describe the fungus encountered on Salzmannia nitida
which is proposed as a new species, Xylaria
salzmanniae nov. sp.

Materials and Methods

The material consisting of dead leaves of S. nitida
with fungal stroma was taken to the Microbiology
Laboratory of the Federal University of Reconcavo
da Bahia - UFRB, in Cruz das Almas, for morphological
characterization and isolation in pure culture.
Fragments of the fungal species were transferred to
Petri dishes containing BDA medium and incubated at
28 °C. The isolated Xylaria sp. was then characterized
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by macro and micromorphology. Subsequently, five
replicates of the fungal isolate were preserved in sterile
distilled water (Castellani, 1967).

Morphology observation

The stromal surface and hairiness were observed
using a dissecting scope. For micromorphological
characterization, perithecial fragments containing asci,
ascospores and paraphyses were mounted between
microscope slides and coverslips using Melzer reagent,
3% KOH, lactic acid plus cotton blue and acid fuchsin
stains. The observations were made using a LEICA
ICC50 HD microscope, plus the LAS program (version
4.5.0). Shape and size of perithecia, asci, ascospores,
conidiophores, conidiogenous cells, conidia and
ascospore germ slits were analysed and used to
compare our species with other Xylaria species
described in the literature.

Our descriptions was deposited in MycoBank
database (MB 833222).

Results and Discussion

Xylaria salzmanniae J. L. Bezerra, L. O. Barbosa
& J. Pereira sp. nov. Figures A-G.

Etymology: salzmanniae, referring to the host plant.

Stromata capitate, black, usually simple, context
fleshy, white, more abundant below the perithecial
cavities (Figure 1 D), 0.8-2.3 mm total length; fertile
region suglobose, aristate, surface smooth to slightly
rough, black, 0.1-0.8 mm diam.; stipe cylindraceous,
simple, pilose, 0.5-2.0 mm long, rarely bifurcate or absent
(Figure 1); orange granules surrounding ascomata
absent; KOH reaction absent. Perithecia 3-4 per stroma,
immersed, of membranaceous consistence, 50-230 X
40-200 pm, with slightly prominent ostiole; arista filiform,
dark at maturity, 100-270 % 10-40 pm. Asci cylindrical
clavate, 8-spored, 75-95 x 7-10 pm, amyloid apical
ring hat-shaped, 4,5-10 % 2 pm. Paraphyses hyaline,
filamentous, slightly mucous. Ascospores ellipsoid,
smooth, asymmetrical, 11-14 x 5-6 um, germ slit
straight, longitudinal, of the spore size. Asexual morph
of the Xylaria type, on pulvinate stromata, covered
by hyaline, cylindrical, parallel, contiguous
conidiophores, simple or bifurcate, denticulate,
continuous or 1-2 septate, 15-20 x 4-7 um, denticles
0.5-1 pm long. Conidia ellipsoid, continuous, smooth,
thin walled, 4-6 x 1.5-2 um (Table 1).



A new species of Xylaria on S. nitida

Figure 1. Xylaria salzmanea. (A) Colonized dead leaves and branches (arrow) of Salzmania
nitida. (B) Stromata on leaves (arrow). (C) Captate stroma showing pilose stipe (arrow). (D)
Perithecial cavities (arrow) and white context. (E) Ascospores with longitudinal germ slit (arrow)
and amyloid ring in the ascus. (F) Conidiophores and conidia (arrow). (G) Pure culture on BDA
medium forming stromata. Barrs: 1 cm (B); 3 cm (C e D); 20 um (E e F).

Table 1 — Xylaria salzmaniae and other xylariaceous stipitate species on leaves and fruits
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Cultural characteristics:
Only the anamorph was
observed on BDA colonies
attaining 90 mm diameter
after eight days of
incubation; conidial stromata
formed at the 16th day
(Figure 1); the mycelium
was white, depressed,
dense, velvety with dark,
pulvinate conidiomata
formed on the surface.

Type: Brazil, Bahia,
Serra da Jiboia,
municipality of Santa
Teresinha, alt. 161 m,
(UTM: zone 24 L, 447912
W 8579954 S), on fallen
leaves of Salzmannia
nitida DC. (Rubiaceae), 4
July 2006, J. L. Bezerra &
L. O. Barbosa (Holotype
AAUF 68937) (Figure 2).

Xylaria salzmanniae
possibly is an endophyte that
forms stromata on the host
leaves when they mature
and die. Pathogenicity tests
performed indoors with on
S. nitida seedlings and
healthy detached leaves did
not succeed. This species

Taxon Xylaria salzmaniae X. sicula' Podosordaria aristata? P. axifera’

Country/Host Brazil / Salzmania nitida | Moroco / Olea europae | Mexico/Guazuma ulmifolia| Central and South America /
Schefflera spp. and Panax sp
Substrate Dead leaves Dead fruits and leaves Dead fruits Dead leaves
Stroma head Subglobose, aristate Subglobose to irregular, | Globose to conic, aristate Subglobose to irregular, aristate
aristate
Stroma stipe(mm) | 0,8-2,3 long 10-30 long 35-40 long 2-4 long
Ascus(um) 75-95 x 7-10 100 x 7 100-115 x 6-7.5 260-280 x 7.15-9.6
Ascospore (um) | Ellipsoid, asymmetrical Ellipsoid, asymmetrical | Cymbiform, asymmetrical | Elongated 21-28 x 6-7
11-15 x 5-7 10 x 4-5 9-10 x 4-4,5

Germ slit Straight (spore lenght) Straight (spore length) | Straight (3/4 spore legth) Straight to sigmoid (spore length)

'Saccardo (1882); Gonzalez and Rogers (1989); 3Laessoe and Lodge (1994).
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Figure 2. A- Location of the municipality of Santa Teresinha-Ba, included in the semiarid region. B-

Serra da Jibola

Location (UTM: zone 24 L, 447912 W 8579954 S) of the collection area in the Serra da Jibdia reserve. Image

source: Google Earth e Google Map.

differs from Podosordaria aristata, P. axifera and
X. sicula by a combination of features as shown in
Table 1. More similarity was apparent with X. sicula
from which differs by much shorter stromata stipes,
geographical distribution and host. Xylaria sphaerica
was described by Haung et al. (2015) on wood from
Hainan, China, showing some similarities to X. sicula
but presenting protruding branches near the base of
the stromata head. This character differs strongly from
P. salzmaniae. No culture or anamorph were
mentioned.

In view of the results obtained in this work, it is
concluded that the fungus under study is a new species
of the genus Xylaria, named X. salzmanniae in
reference to the plant host.
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O processamento de polpas de frutos ¢ importante na medida em que agrega valor econdmico, evita desperdicios
e minimiza perdas que podem ocorrer durante a comercializagdo do produto in natura, além de possibilitar ao
produtor uma alternativa na utilizagao dos frutos. Objetivou-se avaliar a vida util de polpa de frutos de Passiflora
cincinnata armazenada sob congelamento a -18 °C por 24 meses. A cada trés meses foram realizadas analises de pH,
solidos soluveis, acidez titulavel, Ratio, cor (L*, a*, b*, incremento no escurecimento, croma e angulo hue),
polifendis, vitamina C, flavonoides e antocianinas. Visivelmente ndo ocorreu variacao significativa da cor da polpa
de frutos de P. cincinnata durante o armazenamento. Os valores de s6lidos soliveis e antocianinas ndo variaram
significativamente. Ocorreu oscilagdo nos valores de pH, acidez titulavel, Ratio e flavonoides. Os valores de
polifenois e vitamina C reduziram no decorrer do armazenamento. Polpa de frutos de P. cincinnata podem ser
armazenadas sob congelamento a -18 °C por até seis meses sem nenhuma alteragdo significativa na sua constitui¢ao
quimica. A partir deste periodo ocorre redugao significativa nos valores de polifendis e vitamina C.

Palavras-chave: armazenamento, conservacao, maracujd, alimentos funcionais.

Shelf life of pulp of fruit of Passiflora cincinnata cv. BRS Sertao Forte frozen. The
processing of fruit pulps is important insofar as it adds economic value, avoids waste and minimizes losses that
may occur during the commercialization of the product in natura, besides allowing the producer an alternative in the
use of the fruits. The objective was to evaluate the useful life of Passiflora cincinnata fruit pulp stored under
freezing at -18 °C for 24 months. Analyzes of pH, soluble solids, titratable acidity, Ratio, color (L*, a*, b*, increase
in browning, chroma and hue angle), polyphenols, vitamin C, flavonoids and anthocyanins and were carried out
every three months. There was not a significant variation in the color of the fruit pulp of P. cincinnata during
storage. The values of soluble solids and anthocyanins did not vary significantly. There was an oscillation in the
values of pH, titratable acidity, Ratio and flavonoids. The values of polyphenols and vitamin C decreased during
storage. Fruit pulp of P. cincinnata can be stored under freezing at -18 °C for up to six months without any
significant change in its chemical constitution. From this period there is a significant reduction in the values of
polyphenols and vitamin C.

Key words: storage, conservation, passion fruit, functional food.
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Introducao

O maracuja do mato (Passiflora cincinnata Mast)
tem ganhado importancia econémica a medida que
apresenta perspectivas de exploragdo de mercados
especificos seja para consumo in natura ou
processado. Este maracuja ¢ uma alternativa para
melhoria na renda de pequenos produtores rurais que
cultivam ou exploram por meio do extrativismo em
areas onde esta fruta é abundante (Azoubel et al.,
2010). Os frutos de P. cincinnata sio ricos em
vitamina C; potassio; ¢ as plantas sdo resistentes a
pragas e doengas e adaptadas a regides secas sujeitas
a estresses hidricos. Além disso, a producdo do
maracuja-do-mato demanda menos recursos quando
comparado a produ¢@o do maracujazeiro amarelo, além
de ser uma cultura que ndo demanda a utilizagao de
defensivos quimicos (Flori etal., 2011).

Uma das alternativas para a comercializa¢ao destes
frutos ¢ em forma de polpa sendo que atualmente ha
grande propensdo de substituicdo do suco de frutas
pronto (in natura) pela polpa industrializada (Fonseca,
Carvalho e Viana, 2021; Albuquerque et al., 2021).
Hé vantagens como a ndo utilizagdo de aditivos e
conservantes quimicos, a praticidade para o
consumidor e a preservacgao do sabor natural da fruta.
A producdo de polpas de frutas congeladas ¢ uma
excelente alternativa podendo ser elaborada nas épocas
de safra permitindo a oferta das polpas nos periodos
de entressafra, evitando os problemas ligados a
sazonalidade (Castro et al., 2015).

Dentre as formas de conservagdo das frutas, o
congelamento da polpa mostra-se bastante viavel, pois
favorece a conservagdo e consumo, preservando o
valor nutritivo, a capacidade antioxidante e o aroma e
sabor (Carvalho, Mattietto e Beckman, 2017). As
polpas sdo faceis de comercializar e sdo importantes
fontes de matéria-prima, podendo ser empregadas na
elaboracdo de outros produtos como iogurtes, doces,
biscoitos, bolos, sorvetes e sucos. Adicionalmente,
apresentam-se como alternativa de consumo de frutos
sazonais, para os mercados nacionais ou internacionais,
mesmo em periodos de entressafra de producdo
(Gongalves et al., 2018).

O congelamento da polpa ¢ uma das técnicas de
conservagdo mais empregadas devido a sua facilidade
de operacao, baixo custo de instalagao e sua eficiéncia
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na reten¢do de grande parte dos compostos bioativos,
nutricionais e sensoriais de colora¢do, sabor e aroma
(Gongalves, 2017). Dentre as alternativas de
conservacao para polpa de fruta, o congelamento ainda
¢ o procedimento mais utilizado (Carvalho, Mattietto e
Beckman, 2017). As autoras observaram que o
armazenamento sob congelamento foi eficaz na
manuten¢ao das caracteristicas quimicas e de atividade
antioxidante das polpas de frutas mistas armazenadas
a-18 °C por 365 dias.

No Brasil a qualidade de polpas de fruta
comercializadas ¢ regulamentada pela Instrucado
Normativa de N° 1 de 07 de janeiro de 2000 que
determina os Padroes de Identidade e Qualidade
(PQI’s) (Brasil, 2000). Esta legislacao define polpa de
fruta como sendo o produto ndo fermentado, ndo
concentrado, ndo diluido, obtida de frutos polposos, em
processo tecnoldgico adequado, com um teor minimo
de solidos totais, proveniente da parte comestivel do
fruto. Ainda de acordo com esta legisla¢ao, na garantia
da qualidade, as variaveis como acidez titulavel, s6lidos
soluveis, agucares redutores e totais, vitamina C e pH
sdo importantes para a padronizagdo do produto e
analise de alteragdes ocorridas durante o
processamento e armazenamento.

Assim, o trabalho foi realizado com o objetivo de
avaliar a vida 1til de polpa de frutos de P. cincinnata
cv. BRS Sertdo Forte armazenada sob congelamento
a-18 °C.

Material e Métodos

O experimento foi realizado no Laboratério de
Ciéncia e Tecnologia de Alimentos da Embrapa
Cerrados localizado em Planaltina - DF. Foi utilizado
frutos de P. cincinnata oriundos de experimento de
campo conduzido na fazenda experimental da Embrapa
Cerrados, 15°36"13.02"S; 47°43"17.34"0, e altitude
aproximada de 1050 m - Planaltina - DF. As mudas da
P. cincinnata variedade BRS SF (nome fantasia BRS
Sertdo Forte) foram transplantadas para as covas com
3,5 meses de idade. Os cultivos foram instalados em
dezembro de 2016 em sistema de espaldeira com
espacamento 2,5 m x 2,5 m entre plantas e entre linhas,
adubac¢do na cova e irrigacao por gotejamento.

Os frutos com aproximadamente 100 dias de
desenvolvimento foram colhidos manualmente nas



Vida 1til de polpa de frutos de P. cincinnata 133

primeiras horas do dia com o objetivo de evitar a
absor¢ao do calor de campo. No laboratério os frutos
foram selecionados, lavados em agua corrente,
drenados em escorredores industriais para retirar o
excesso de dgua da lavagem, sanitizados por 20 minutos
em solugdo com 200 ppm de hipoclorito de sédio ativo,
enxaguados por 10 minutos em solu¢do com 10 ppm
de hipoclorito de sédio ativo e drenados em escorredor
industrial. Foi realizado o corte manual dos frutos,
despolpamento, envase em embalagens de polietileno
de baixa densidade (PEBD) com espessura de 200
mm e capacidade para 100 g, fechamento da
embalagem em seladora propria para alimentos,
congelamento e armazenamento a -18 °C por 24
meses. Ao todo foram armazenadas 60 embalagens
com 100 g de polpa de frutos de P. cincinnata.

A cada trés meses de armazenamento a polpa foi
analisada quanto ao pH, acidez titulavel, s6lidos soluveis
e Ratio de acordo com Carvalho et al. (1990). Cor (L*
,a",b"): determinada em espectrofotdmetro MiniScan®
EZ marca HunterLab, sendo realizadas cinco leituras
por fruto. O valor de L* define a luminosidade (L* =
0 preto e L* =100 branco) e a" e b* sido responsaveis
pela cromaticidade (+a* vermelho e -a" verde), b
(+b" amarelo e -b" azul). Valores de a” e b" iguais a
zero equivalem a cor cinza. Por meio do médulo L™,
a" e b’ calculou-se o incremento no escurecimento
[((L" - L"0)*> + (a" - a" 0)>+ (b* - b*0)?)'?], croma
(saturacao ou intensidade da cor; 0 - cor impura e 60
- cor pura) e o angulo hue (angulo da cor; 0° vermelho;
90° amarelo; 180° verde; 270° azul e 360° negro) por
meio das formulas: croma [(a™ + b*?)"?] e angulo hue
[arco tangente (b*/a*)] para a* positivo e [arco
tangente (b*/a*) (-1) + 90] para a* negativo, conforme
recomendado por Hunterlab (2008).

Polifenéis totais: Para a obtencao do extrato foram
pesados de 5 a 15 g de amostra, adicionados 40 mL de
metanol 50% (metanol:agua destilada, 50:50, v/v),
homogeneizados e deixados em repouso por 60 minutos,
a temperatura ambiente e ao abrigo da luz.
Centrifugados a 15.000 rpm durante 20 minutos. O
sobrenadante 1 foi recolhido em um balao volumétrico
de 100 mL. A partir do residuo da primeira extragao,
adicionaram-se 40 mL de acetona 70% (acetona:agua
destilada, 70:30, v/v), e repetiu-se o processo anterior,
ou seja, homogeneizacao e repouso por 60 minutos, a
temperatura ambiente e ao abrigo da luz. Centrifugados

novamente a 15.000 rpm durante 20 minutos a 20 °C,
recolhido o sobrenadante 2 e adicionado ao
sobrenadante 1 no baldo volumétrico completando para
100mL com 4gua destilada (Larrauri, Rupérez &
Saura-Calixto, 1997). Em tubos de ensaio adicionaram-
se 1 mL do extrato obtido, 1 mL do Folin Ciocauteau
(1 folin: 3 aguas destilada), 2 mL do carbonato de sddio
20%, 2 mL de agua destilada e homogeneizado. As
leituras, em espectrofotometro a 700 nm foram
realizadas aos 30 minutos apods a adi¢ao dos reagentes.
Os ensaios foram realizados em triplicata e em
ambiente escuro (Obanda & Owuor, 1997). As leituras
foram realizadas em espectrofotdmetro SHIMADZU
UV-Vis UV-1601. O branco da leitura foi 1 mL de
dgua destilada acrescentando todos os reagentes acima
citados. O espectrofotdometro foi zerado com agua
destilada. O calculo do teor de polifendis totais foi
realizado por meio da elaboracdo da curva do acido
galico em 5 concentracgdes diferentes. Os resultados
obtidos foram expressos em miligramas de acido galico
por 100 g de amostra.

Flavonoides totais e antocianinas: Pesou-se de 5 a
10 g de amostra, adicionando 30 mL de uma solucao
de etanol-HCI (1,5N) (85:15 v/v) e homogeneizado em
politron por 1 minuto. Transferiu-se o contetdo para
um baldo volumétrico de 50 mL (sem filtrar) envolto
com papel aluminio, aferindo o baldo com a solugdo
etanol-HCI (1,5N), deixando repousar por uma noite
sob refrigerag@o. Apos o periodo de repouso, filtrou-
se o material, sempre ao abrigo da luz. Realizou-se a
leitura em espectrofotometro SHIMADZU UV-Vis
UV-1601 a 374 nm. Os resultados foram expressos
em mg por 100 g de amostra (Francis, 1982). Para a
determinacdo das antocianinas realizou-se a leitura em
comprimento de onda a 535 nm.

Vitamina C: Para a vitamina C (ou &cido ascorbico)
foi pesado dois gramas da amostra e misturado com
20 ml de MA (mistura acida: HPO? 6% e acido acético
2N) em um tubo de centrifuga de 50ml.
Homogeneizacdo da amostra na solucdo acida com a
ajuda do homogeneizador (Omni® Mixer Homogenizer)
por aproximadamente 2 minutos e centrifugacao a
15000 rpm por 20 minutos a 4 °C. Apo6s foi pipetado 1
ml da amostra ou da dilui¢do da solug¢do padrdo e
colocado em um tubo de ensaio. Foram adicionados
0,05ml de DCPIP 0,2%, agitado e incubado a
temperatura ambiente por 1 hora, ao abrigo da luz.
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Adicionou-se 1 ml de tiouréia 2% e agitado. Adicionou-
se 0,5ml de DNPH 2% e agitado novamente. Tampou-
se o tubo de ensaio e levou ao banho-maria a 60 °C
por 3 horas. Apoés isso, colocaram-se os tubos em banho
de gelo e acrescentou-se 2,5 ml de H,SO, 90% gelado
e agitou-se cuidadosamente para dissolver o osazone
(Cohen, 2006). O teor de acido ascorbico foi
determinado pelo método DNPH com leitura da
absorbancia realizada a 540 nm. Foi utilizado
espectrofotdometro (Shimadzu® UV-Vis UV-1601). Os
resultados foram apresentados em mg de acido
ascorbico por 100 g de produto.

O delineamento experimental utilizado foi o
inteiramente casualizado com trés repeti¢des para cada
tratamento, sendo que cada repeticdo consistiu em
cinco embalagens de 100 g de polpa de P. cincinnata
congelada e mantida a -18 °C. Para a analise
estatistica, os dados foram submetidos a analise de
variancia utilizando o teste F e as médias agrupadas
por meio do teste Tukey em nivel 5% de probabilidade
de erro. Todas as andlises estatisticas foram realizadas
com o auxilio do programa estatistico Assistat (Silva,
2015). Também foi realizada analise de regressao
independentemente de ser significativamente diferente
ou nao pelo teste F. A escolha das equagdes foi feita
com base na significdncia da regressdo sobre o
coeficiente de determinag¢do (R?*). O programa
estatistico usado foi Excel versao 2010.

Resultados e Discussao

identidade e qualidade para as polpas em estudo,
estabelecidos na Instru¢do Normativa n° 1, de 07 de
janeiro de 2000 do Ministério da Agricultura, Pecuaria
e Abastecimento (MAPA) (Brasil, 2000), os valores
de pH para as amostras de P. cincinnata encontram-
se de acordo com a legisla¢do que estabelece valores
entre 2,7 e 3,8 para a polpa de maracujas em geral.

Abreu et al. (2009), em estudos com cinco
diferentes variedades de maracuja obtiveram valores
de pH entre 3,04 a 3,08. De acordo com Santos, Coelho
& Carreiro (2008) o baixo valor de pH pode
representar um fator limitante para o crescimento de
bactérias patogénicas, mantendo os indices de
contaminagdo bacteriana em niveis baixos, o que ¢
desejavel. Baixos valores de pH em polpas de frutas
garantem sua conservacdo sem a necessidade de
tratamento térmico muito severo, ndo comprometendo
sua qualidade nutricional (Santos e Boéno, 2016).

A acidez titulavel também apresentou oscilagao
significativa correspondendo ao ocorrido com o pH.
Os valores variaram entre 4,42 e 5,32 g de acido citrico
anidro/100 ml de polpa sendo que pela analise de
regressdao, nao houve influencia do tempo de
armazenamento da polpa (Figura 1) onde as oscilagdes
podem ser explicadas devido as proprias caracteristicas
da matéria prima. Os valores sdo significativamente
superiores ao minimo de acidez total estabelecido na

3.05 1 AT=00003%% -0,0114x? + 0.136x + 4493 r 330
*= 04504 ab =ab ;E\
Os valores de pH apresentaram 3.00 - ab ab 2 S
oscilacdo significativa durante o periodo F 00
de armazenamento da polpa e 2% 1 E
apresentaram correlagdo positiva forte 250 4 L 450 5
(R=0,76) em um polindmio de terceira = 2
ordem, com valores variando entre 2,98 Qgsgs 4 A ¥ : | 400 S
ap6s o processamento e 2,84 aos seis 2
meses de armazenamento (Figura 1). 2.80 1 pH = -1E-05x% + 0,0014x2 - 0.0258x + 2.9895 2
As oscilagdes, provavelmente, sdo _ R*=0,76%6 - 3.50 B
. .. 2,75 1 - =
ocasionadas pelas caracteristicas +pH = AT S
intrinsecas dos proprios frutos. Frutos 2.70 : : : : , , : 3.00 <
de P. cincinnata apresentam baixos 0 3 6 9 12 15 18 21 24

valores de pH devido as proéprias
caracteristicas do produto (D’Abadia
et al., 2020). Comparando-se os
resultados obtidos com os padrdes de
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Figura 1. Valores de pH ¢ acidez titulavel (AT) em polpa de frutos de P.
cincinnata mantidas sob congelamento por 24 meses.
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Instrucdo Normativan® 1, de 07 de janeiro de 2000 do
Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento
(MAPA) (Brasil, 2000) que ¢ de no minimo 2,5 gramas
de acido citrico por 100 gramas de polpa. A acidez e a
medida do pH em determinados alimentos, fornece
uma indica¢do do seu grau de deteriorag@o, confirmada
pela acidez ou basicidade desenvolvida. A
determinagdo da acidez fornece dados importantes na
apreciacao do estado de conservacao de um produto
alimenticio (Macedo, 2001). A acidez ¢ importante, ndo
somente para determinar a relagdo de dogura de um
produto, mais também pela sua grande utilidade na
industria de alimentos, como conservante podendo
prolongar a vida ttil, indice para avaliacdo de qualidade
e maturidade, indicador sensorial entre outras fun¢oes
(Aroucha et al., 2010).

Dentre os acidos mais encontrados em frutos estao:
o malico, tartarico, citrico e pirtvico. Estes por serem
volateis, contribuem para o aroma da fruta (Chitarra e
Chitarra, 2005). Em frutos in natura durante o
amadurecimento, geralmente ocorre uma diminuig¢ao
da acidez e modificacdo da propor¢do entre os
diversos acidos encontrados nos frutos (Salgado,
Guerra e Melo Filho, 1999).

Os solidos soluveis ndo variaram significativamente
durante o armazenamento (Figura 2). Os valores
estiveram entre 10,08 °Brix e 10,50 °Brix situando-se
bem préximo ao minimo estabelecido (11 °Brix) pela
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legislacao para polpa de maracujas em geral
(Passiflora spp.) (Brasil, 2000). O teor de solidos
soluveis pode variar com a intensidade de chuva durante
a safra, fatores climaticos, variedade, solo e outros
(Santos et al., 2004).

Os valores obtidos no presente experimento foram
inferiores ao obtidos por D‘Abadia et al. (2020) em
frutos de P. cincinnata aos 100 dias apos a antese
também produzidos na Embrapa Cerrados (12,9 °Brix)
e também por Abreu et al. (2009) em cinco genotipos
de maracujazeiro-azedo cultivados no Distrito Federal
(12,68 °Brix a 13,58 °Brix). Sélidos soluveis presentes
nos frutos na forma combinada sdo responsaveis pela
dogura, sabor e cor atrativas como derivado das
antocianinas e pela textura, quando combinados
adequadamente polissacarideos estruturais. Os
principais agucares em frutos sdo: glicose, frutose e
sacarose em propor¢des variadas, de acordo com a
espécie (Chaves et al., 2004).

O Ratio (SS/AT) ¢ uma das melhores formas de
avaliacdo do sabor dos frutos, a qual ocorre, em grande
parte, devido ao balango de acidos e agticares, sendo
mais representativo que a mensuracgao destas variaveis
isoladamente. Deste modo, quando os valores desta
relacdo sdo altos, significa que o fruto estd em bom
grau de maturagdo, pois esse grau aumenta quando
ha decréscimo de acidez e alto conteudo de so6lidos
soluveis (Batista et al., 2013). No presente trabalho os

valores de Ratio estiveram entre 1,96

10.60 . a r 3.00 aos dezoito meses de armazenamento
10.40 - * . ’ e 2,29 logo apds o processamento da
= ’ a * - 2.80 polpa correspondendo aos valores de
1020 . a Z aq solidos soluveis e acidez titulavel
= a : - 2,60 (Figura 2). De maneira geral, quanto
@ 10.00 1 58 = 000013 - 0.0049x2 + 0.0505x + 10,136 R maior os valores de Ratio melhor € o
2 9.0 - _ _R#=0113 L 240 5 sabor dos frutos.
3 p Ratio=-00001x +0,0044x* -00529x +22558 ~ Os valores de L* ndo apresentaram
S 9.60 R*= D=4'5335‘3 L 520 variagdo significativa até os 21 meses
é 9.40 - abe o de armazenamento da polpa, porém
5 d L 500 houve correlagdo positiva forte (R*> =
9.20 . " ’ 0,8778) em fungdo do tempo de
5.00 | | ’ ISS . : Raﬂ? | . 1 30 armazenamento a pe.lrtir Qa analise fie
o 3 6 9 12 15 18 21 % regressao em um polinémio de terceira

Tempo (meses)

Figura 2. Valores de s6lidos soluveis (SS) e Ratio em polpa de frutos de P.

cincinnata mantidas sob congelamento por 24 meses.

ordem (Figura 3). Aos 24 meses
ocorreu reducdo para esta variavel
com valor de 48,81. Os valores
estiveram entre 48,81 ¢ 65,05. Maiores
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valores de L* significa que a polpa estd menos
escurecida o que ¢ desejavel para a comercializagao
da mesma. Visualmente ndo foi observado
escurecimento na polpa dos frutos de P. cincinnata
durante os 24 meses de armazenamento.

Os valores de a* apresentaram oscilagao durante
o armazenamento com valores entre 0,32 e¢ 1,35
(Figura 3). Os valores de a* apresentaram uma
correlagao fraca (R? = 0,5002) e estiveram durante
todo o armazenamento proximo a valores negativos
que representa cor esverdeada do produto.

Rinaldi e Costa

Visualmente, esta € a cor caracteristica da polpa de
frutos de P. cincinnata. Os valores de b* ndo variaram
significativamente comprovando que o tempo e
condicdo de armazenamento nao influenciaram nesta
variavel (Figura 4). A colorimetria tem sido utilizada
para caracterizar a cor de diferentes pigmentos, a
exemplo das antocianinas (Montes et al., 2005),
clorofila (Sin-necker et al., 2002) e carotenoides
(Meléndez-Martinez, Vicario & Heredia, 2003).
Vianna-Silva (2010), determinando a qualidade de
suco de maracuja obtiveram as coordenadas L*

variando de 44,51 a 46,01, a* de 4,38 a

70,00 - L*=-00055x3 + []';141-65xJ -0.8877x + 62,639  2.00 7,94 ¢ b* de 38,97 a 39,28. A cor é um
65.00 - a R*= 08778 . - 1.80 atributo de qualidade importante tanto para
L 1.60 frutos in natura quanto aos produtos pos-

60.00 1 | 140 processamento, sendo um fator decisivo
55.00 - | 15?[} na escolha do produto pelo consumidor
= (Sebastiany, Rego e Vital, 2010). A

= 50,00 - 1,00 = determinacio instrumental da cor em
45.00 - L 0.80 polpas de frutas congeladas, medida por
T L 0.60 meio dos parﬁmetr(?s L* a*e l?*, torna-
40.00 V' 2% =0.0003 - 0.0141x2 + 0.1791x - 0.4439 040 se d.e grande valia na avaliagdo de
45.00 R2=0,5002 n : quglldilde desses produtos, sendf)’ que
; CLE mg - 0.20 variagdes nos valores destas variaveis
30,00 , : : : : : : 0.00 podem representar diferencas, sobretudo,
0 3 6 9 12 15 18 21 24 na época de colheita e no estadio de

Tempo (meses)

Figura 3. Valores de L* (luminosidade) e a* em polpa de frutos de P. cincinnata

mantidas sob congelamento por 24 meses.

maturagdo da matéria-prima (Pereira et
al., 2006).

O incremento no escurecimento
apresentou oscilagdo durante o
armazenamento indicando que até os 21

37.80 - r 16.00
b* = 0,0014x% - 0,0245%% - 0,5043x + 32,984 _ meses de armazenamento o
32,80 A . R#=07442 L 14.00 £  escurecimento da polpa foi aceitavel. Ao
£ mesmo tempo, houve correlagdo positiva
2780 7 | 1200 £ muito forte onde o tempo de
22.80 1 § armazenamento influenciou no
% - 10,00 2 escurecimento da polpa (Figura 4). O
17.80 A IE = 0,007 - 024442 + 2.441x - 03318 B incremento no escurecimento que
R*=09571 L 800 g corresponde a analise da diferenga total
12.80 7 g de cor é obtido a partir dos valores de L*,
7.80 1 - 6,00 £ a*eb* em um determinado periodo de
b = armazenamento e os valores
2,80 € . . . . . : . 4.00 correspondentes a um padrdo, que no

Tempo (meses)

Figura 4. Valores de b* e incremento no escurecimento (IE) em polpa de

frutos de P. cincinnata mantidas sob congelamento por 24 meses.
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presente trabalho, referiu-se a polpa no
inicio do armazenamento. A medida do
incremento no escurecimento tem o
objetivo de verificar o escurecimento do
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produto durante o armazenamento. De maneira geral,
para produtos vegetais, considera-se que, quando os
valores de [E > 10, o grau de escurecimento ¢ elevado.
No presente trabalho aos 24 meses o incremento
atingiu o valor de 14,16 estando acima do limite
aceitavel para esta variavel em produtos (Figura 4).

O croma apresentou o menor valor (22,59) aos 12
meses de armazenamento correspondendo ao maior
valor de a* (1,35) e menor valor de b* (22,55), sendo
que nao houve correlacdo em fung¢do do tempo de
armazenamento, a exemplo do a* e b* (Figuras 3,4 e 5).
O croma ¢ a relacdo entre os valores de a* e b*, onde
se obtém a cor real do objeto analisado. Esta variavel
esta relacionada com a intensidade da cor, onde frutos
com maiores valores de croma apresentam cores mais
vivas e, consequentemente, mais atrativas e aceitaveis
pelo consumidor. Para frutos, de maneira geral,
independentemente do tratamento, ocorre uma
mudanca crescente nos valores de croma em fungao
do tempo de armazenamento, sendo considerada
normal, ao longo do amadurecimento (Sirqueira, 2012).
Este comportamento ndo foi observado nos valores
de croma da polpa estudada no presente trabalho.

O angulo hue, que ¢ obtido a partir de a* e b*,
apresentou correlacao desprezivel (R?=0,3665), com
valores de 86,57 aos 12 meses de armazenamento e
90,70 apds o processamento da polpa (Figura 5). De
maneira geral os valores de angulo hue estiveram
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proximos de 90°, o que indica cor amarelada dos frutos.
Quanto a coloracao, a coordenada h° (angulo hue) varia
de 0 a 360°, sendo 0° - vermelho, 90° - amarelo, 180°
- verde, 270° - azul e 360° - negro (Cremasco et al.,
2016). Valores de tonalidade de cor mais préximos de
zero indicam produto mais vermelho, ao passo que
valores mais proximos de 90° indicam produto com
predominancia de cor amarela (Cajamarca et al., 2017).
Os valores de polifendis em fungdo do tempo de
armazenamento apresentaram ajuste muito forte (R?
=0,9447) na analise de regressao, sendo o valor inicial
de 43,15 mg de acido galico por 100 g de polpa, nao
reduzindo significativamente até os seis meses de
armazenamento, chegando a 22,48 aos 9 meses de
armazenamento, comportamento ndo desejado. No
final do armazenamento (24 meses) os valores de
polifenois na polpa foi de 11,44 mg de 4cido gélico por
100 g (Figura 6).
Uma dieta balanceada, rica em polifenois, diminui
o risco de consumi-los em excesso e evita a
necessidade de suplementagdo (Cory et al., 2018).
Apesar de ndo haver uma quantidade recomendada
para o consumo de polifendis, a adocdo da
recomendacao diaria de frutas e hortaligas representa
um aumento de 16 vezes na disponibilidade nacional
de polifendis (Faller e Fialho, 2009).
A vitamina C também apresentou correlagdo muito
forte em funcdo do tempo de armazenamento, sendo
de 24,06 mg de acido ascorbico/

30007 Angulo hue =-0,0021x% +0,082x2 - 0.8439x +90911 [ >0 100 g de polpa no inicio do
29.00 R2= 03665 . experimento, reduzindo para
28.00 4 " - 20,00 abaixo de 18,38 mg de acido
2700 - ascorbico/100 g de polpa a partir
o a - 88.00 dos seis meses. Ao final do
26.00 2b ab . * » armazenamento (24 meses) o
25.00 + Ly a \ ab  ap 1 86.00 £ valor de vitamina C foi de 10,59

g 2400 4 i v ay é mg de acido ascorbico/100 g de
S, 3.00 - + Croma = Angulo hue L 8400 & polpa (E igura 6). A vitamina C é
== * um antioxidante de muito facil
22.00 9 Croma =-9E-05%° + 0.0106x* - 0.2709x + 26,751 | o5 g degradabilidade, sendo reduzida
21,00 R*=0.2625 ’ desde o processamento e obtenc¢ao
20.00 . . . . . . . 20.00 das polpas de frutas e também

’ 0 3 6 9 12 i3 18 21 24 : durante todo o armazenamento

Tempo (meses)

Figura 5. Valores de croma e angulo hue em polpa de frutos de P. cincinnata mantidas

sob congelamento por 24 meses.

(Pereira et al., 2006). Varios
estudos tém enfatizado o papel
significativo dos antioxidantes
naturais nas frutas, incluindo
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R2=0.9447

Polifenois (mg de acido galico/100 g)
[
L
=
=
1

- R*=09721
2, 00 T T T T T T

+ Polifendis = Vitamina C

Vit. C =-0,0002:° + 003492 - 12856x + 24,944

perdido durante o processamento
(Aldrigue et al., 2002).

De acordo com a legislagdo
brasileira, a ingestdo didria
recomendada (IDR) de vitamina
C para um adulto é de 45 mg
(Brasil, 2005). Assim sendo, o
conteudo de vitamina C obtido no
presente experimento permite
afirmar que a polpa de frutos de
P. cincinnata é uma boa fonte de
vitamina C. A determinacdo do
conteudo de acido ascorbico em

Vitamina C (mg acido ascérbico/100g)

] 3 ] 9 12 13 18

Tempo (meses)

Figura 6. Valores de polifenois e vitamina C em polpa de frutos de P. cincinnata

mantidas sob congelamento por 24 meses.

vitamina C, carotendides e compostos fenolicos
(Vasconcelos et al., 2021). Geralmente, as polpas
sdo comercializadas em embalagens flexiveis (sacos
plasticos de polietileno) ou tetra pak, pela facilidade
de manuseio. O tipo de embalagem utilizada no
acondicionamento tem influéncia na vida util, visto
que a vitamina C apresenta baixa estabilidade e esta
sujeita a degradacdo pela acdo do oxigénio, luz, pH,
agucares ¢ aminoacidos livres (Cid, Asticisararan
& Ybellu, 1991). Muitos fatores pré e pds-colheita
influenciam a sua concentra¢do, desde a cultivar
utilizada até condicdes climaticas, praticas de
plantio, método de colheita e processamento (Lee
& Kader, 2000).

A vitamina C ¢ uma vitamina hidrossolavel e
termolabil, sendo rapidamente oxidada quando exposta
ao ar. Por esse motivo, ela ¢ usada como indice de
qualidade nutricional de produtos derivados de frutas
e vegetais. Quando comparado a outros nutrientes, esta
vitamina ¢ mais sensivel a degradagdo durante o
processamento e subsequente estocagem (Danieli et
al.,2009). O acido ascérbico (vitamina C) tem fungao
muito importante devido a sua agdo fortemente
redutora. E largamente empregado como agente
antioxidante para estabilizar a cor e o aroma do
alimento. Além do emprego como conservante, o acido
ascorbico ¢ utilizado pelo enriquecimento de alimentos
ou restauragao a niveis normais, do valor nutricional
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frutas ¢ muito importante, pois
além de seu papel fundamental na
nutrigcao humana, sua
degradacdo pode favorecer o
escurecimento ndo enzimatico, e
causar aparecimento de sabor

estranho (Cardello e Cardello, 1998).

O teor de vitamina C difere com a variacdo da
espécie, tipo de tecido, grau de maturacao e
procedéncia (Castro et al., 2015). O acido ascorbico é
também um indice da qualidade dos alimentos (Brasil,
2000) e pode ser influenciado pelas condi¢des de
cultivo, processamento e armazenamento de
matéria-prima e produto final (Chitarra e Chitarra,
2005). As nao conformidades observadas podem ser
relacionadas as praticas de processamento, exposi¢ao
a luz e oxigénio e as condi¢des de armazenamento,
uma vez que o acido ascorbico ¢ altamente reativo
(Teixeira e Monteiro, 2006).

Os flavonoides apresentaram diferenca
significativa durante o armazenamento da polpa e, ao
mesmo tempo, apresentou correlagdo muito forte (R?
= 0,9088) em funcdo do tempo de armazenamento,
com valor inicial de 12,71 mg/100 g de amostra,
reduzindo significativamente aos trés meses de
armazenamento, voltando a aumentar a partir do 18
més de armazenamento, estatisticamente igual aos
valores iniciais (Figura 7). Os flavonoides sdo
pigmentos naturais amplamente distribuidos em plantas,
frutas e vegetais, que protegem o organismo contra
danos produzidos por agentes oxidantes, como os raios
ultravioletas, poluicdo ambiental, substancias quimicas
presentes no alimento, entre outros (Martinez-Flérez
et al., 2002).
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R*=0.5088

Flav. =-0,0015%% = 0,0703x2 - 0.8515x +12.621

+ Flavonoides
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organismo contra os danos oxidativos
causados pelos radicais livres (Santos
et al., 2017). A sensibilidade ao pH é o
principal fator limitante no
processamento e utilizacdo das
antocianinas, afetando a cor ¢ a

Flavonoides (mg/100 g de amostra)

Antocianinas (mg/100 g de amostra)

8,80 o 0.15 estabilidade quimica (Lopes etal., 2007).
h a = Anfocianinas
r———___a-___g__a a a a 2| -

6.80 ~ = = = = ~ 0.10 Conclusées

480 1 Antoc. =-1E-18x% + SE-05x2- 0.0018x = 01142 [ 0.03 Nao ocorre variagdo significativa da

R*=105758 cor da polpa de frutos de P. cincinnata

2,80 T . T T . T T 0,00 durante o armazenamento por 24

0 3 6 9 215 18 21 24 meses a -18 °C. Os valores de solidos

Tempo (meses)

Figura 7. Valores de flavonoides e antocianinas em polpa de frutos de P. cincinnata

mantidas sob congelamento por 24 meses.

Os compostos fendlicos estdo associados a
atividade antioxidante, que ¢ uma agao que retarda ou
impede o dano oxidativo, processo causado por
substancias chamadas radicais livres, que podem levar
a disfuncdo das células e o aparecimento de problemas
como doengas cardiacas, diabetes e cancer (Silva et
al., 2017). Os compostos bioativos que fazem parte
dos alimentos sdo de natureza variada, e pelas
divergéncias no conhecimento de sua estrutura fisico-
quimica e de seus mecanismos de acgdo fisiologica,
investiga-los detalhadamente € essencial sob o ponto
de vista nutricional e farmacoldgico (Campos et al.,
2011).

As antocianinas nao apresentaram variagao
significativa durante todo o armazenamento estando
entre 0,10 e 0,12 mg/100 g de amostra (Figura 7) ndo
havendo efeito do tempo de armazenamento. As
antocianinas sdo responsaveis pela pigmentagao nas
frutas. Sao pigmentos que se encontram dispersos nos
vacuolos celulares dos vegetais, responsaveis pelas
cores que variam de tonalidades como rosa e vermelho
até nuances como roxo e azul. Pertencem a classe
dos flavonoides, grupo mais importante de compostos
hidrossoluveis (Sampaio, 2015). As antocianinas
participam na inibi¢do da peroxidacdo de lipideos, na
desagregacdo de plaquetas e acdo antitumoral e
antimutagénico (Angelo e Jorge, 2011). As antocianinas
e flavonoides produzem uma atividade antioxidante e,
consequentemente, atuam na protec¢ao das células do

soliveis e antocianinas também nao
variam significativamente. Ocorre
oscilagdo nos valores de pH, acidez
titulavel, Ratio e flavonoides em polpa
de frutos de P. cincinnata durante o armazenamento
por 24 meses a -18 °C.

Os valores de polifenois e vitamina C reduzem no
decorrer do armazenamento. Polpa de frutos de P.
cincinnata podem ser armazenadas sob congelamento
a -18 °C por até seis meses, sem nenhuma alteragdo
significativa na sua constituicdo quimica. A partir deste
periodo ocorre redugdo significativa nos valores de
polifenois e vitamina C.
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INICIAL DE PLANTULAS DE MAMOEIRO

Marcus Vinicius Sandoval Paixdo, Rafaela Barreto Cazaroto Grobério, Ana Cecilia
Nepomuceno Hoffay, Angélica Couto Correa, Gustavo Miranda Cremonini

Instituto Federal de Ciéncia e Tecnologia do Espirito Santo - IFES Campus Santa Teresa, ES, Brasil., Santa Teresa, ES,
29660.000, mvspaixao@gmail.com; rafaelacazaroto@gmail.com;ceciliahoffayagro@gmail.com;
angelicacoutocorrea@gmail.com; gustavom.cremonini@gmail.com

As sementes de mamao apresentam dorméncia po6s-colheita dificultando a propagacao. Métodos para superar
a dorméncia destas sementes tém sido testados, com destaque para os reguladores de crescimento. Objetivou-se
avaliar o efeito do acido giberélico na germinagdo e desenvolvimento inicial de plantulas de mamoeiro. O experimento
foi conduzido no Laboratério de Propagacdo de Plantas do Instituto Federal do Espirito Santo, Campus Santa
Teresa com a variedade Formosa. As sementes foram imersas por 30 minutos em agua pura como testemunha e em
diferentes doses de acido giberélico e submetidas aos tratamentos com solu¢ao de giberelina 1.000 mg L', 2.000 mg
L7, 3.000mgL",4.000 mg L, colocadas para germinar em papel Germitest®, em cAmara tipo B.O.D. a 25°C, luminosidade
12/12 horas. Durante 30 dias, foi avaliada a porcentagem de germinacao; indice de velocidade de germinagéo;
tempo médio de germinagdo. Apos 60 dias do inicio da germinagdo da primeira semente, foram avaliadas: nimero de
folhas; comprimento da raiz; altura da parte aérea; massa verde das folhas; massa seca das folhas; massa verde da
raiz; massa seca da raiz, sendo selecionadas aleatoriamente para avaliagdo dez plantas por repeticio em cada
tratamento. O acido giberélico respondeu positivamente na germinagdo das sementes e desenvolvimento das
plantulas de mamoeiro, sendo que, a dosagem de GA3 2.000 mg L' pode ser recomendada para a cultura.

Palavras-chave: Mamao, dorméncia, reguladores.

Giberelic acid in seed germination and initial development of papaya seedlings.
Papaya seeds have postharvest dormancy, making sexual propagation difficult. Methods to overcome the dormancy
of these seeds have been tested, with emphasis on the use of growth regulators. The objective was to evaluate the
effect of gibberellic acid on the germination and initial development of papaya seedlings. The experiment was
conducted at the Plant Propagation Laboratory of the IFES Campus Santa Teresa with the beautiful variety. The
seeds were immersed for 30 minutes in natural water and different doses of gibberellic acid, and submitted to
treatments gibberellin solution 1,000 mg L', 2,000 mg L', 3,000 mg L', 4,000 mg L', placed to germinate on germitest
paper, BOD chamber at 25°C, brightness 12/12 hours. For thirty days, the germination percentage was evaluated,
germination speed index; average germination time. Sixty days after germination of the first seed, the following
were evaluated: number of leaves; root length; aerial part height; green leaf mass; dry leaf mass; green root mass;
dry root mass, with ten plants per replication being randomly selected for each treatment. Gibberellic acid responded
positively in germination of seeds and development of papaya seedlings, and the dosage of GA3 2,000 mg L' can
be recommended for culture.

Key words: Papaya, numbness, regulators.
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Introducao

O Brasil esta entre os grandes produtores de mamao
do mundo, tendo registrado em 2019 uma producao de
1.161.808 toneladas em uma area de 27.556 ha, sendo
que os estados da Bahia e do Espirito Santo concentram
a maior parte da producao brasileira (IBGE, 2019).

As sementes de mamao apresentam dorméncia
pos-colheita dificultando a propagacdo sexuada.
Alguns métodos para superar a dorméncia destas
sementes tém sido testados, com destaque para o uso
de baixa temperatura; envelhecimento acelerado;
lavagem em agua corrente; remoc¢do da sarcotesta;
aplicagdo de KNO3, de hipoclorito de sddio, uso de
reguladores de crescimento; dentre outros (Tokuhisa
etal., 2007).

Se considerarmos que entre trés a quatro anos os
plantios de mamoeiro tém de ser renovados, a demanda
por sementes passa a ter maior valor e sua qualidade
passa a ser de grande importancia para a melhoria da
cultura no pais.

Diversos sdo os fatores que controlam o processo
de germinagdo, dentre eles os niveis endogenos de
hormonios, responsaveis pelas alteragdes no estado
fisioldgico e bioquimico que levam na retomada do
desenvolvimento embrionario, sendo que estas
alteragdes sdao responsaveis pela ativagdo e sintese
de enzimas hidroliticas, quebrando as moléculas de
reservas utilizadas para o crescimento do eixo
embriondrio (Marcos Filho, 2015). Desta forma, o
processo de mobilizagao de reservas em sementes tem
participacdo direta dos hormonios.

Para que o processo de germinacao ocorra de forma
mais uniforme e com maior percentual possivel, tém-
se alguns procedimentos que podem ser adotados nas
sementes, como a identificagdo adequada de
temperatura ambiente, a aplicagao de reguladores
vegetais (Ferrari et al., 2008), e o uso de técnicas para
acelerar a embebicdo da semente.

Rodriguéz et al. (2013) citam que a germinagdo da
semente de mamao ¢ considerada lenta e irregular,
esta causada pela presenca de sarcotesta nas
sementes, assim como a existéncia de dorméncia
associada a maturacdo e época de colheita dos frutos.

Substancias inibidoras tém papel altamente
relevante no processo de germinacao das sementes
(Manica, 1982). Embora tais substancias inibidoras ndo
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sejam totalmente identificadas pelos pesquisadores,
atribui-se a elas a regulacdo da germinagao, pois, estas
substancias podem estar presentes tanto na sarcotesta
quanto na esclerotesta (Hoffay et al., 2018).

As giberelinas sao sintetizadas principalmente no
apice caulinar e nas folhas jovens em desenvolvimento,
assim como nos entrends jovens € em crescimento
ativo, atuando principalmente na quebra de dorméncia
de sementes que requerem luz ou frio para a indugao
da germinagdo, enfraquecimento da camada do
endosperma que envolve o embrido e restringe o seu
crescimento, na produc¢do de enzimas (4-amilase e
outras enzimas hidroliticas), na mobilizac¢ao de reservas
energéticas do endosperma e na ativagdo do
crescimento vegetativo do embrido (Paixdo, 2019).

A agdo da giberelina esta relacionada a sintese de
enzimas envolvidas no enfraquecimento dos
tegumentos, como endo-a-manases, sendo expansivas
e de enzimas hidroliticas de reserva nutritiva contida
no endosperma, como a-amilase (Paixao, 2019). Esses
eventos estdo relacionados ao alongamento
embrionario e a protrusdo da radicula permitindo a
quebra do amido e consequente liberagdo de energia
e posteriormente a retomada do crescimento do
embrido, gerando em seguida a protusdo da radicula
(Ferreira et al., 2005).

Na germinagao das sementes temos hormonios que
atuam como promotores ¢ como inibidores. As
giberelinas estdo entre os promotores da germinacao,
estas atuam no crescimento vegetativo do embrido,
mobilizando reservas e enfraquecendo o endosperma
que cobre o embrido e bloqueia seu crescimento (Taiz
etal.,2017). Encontrado em varias partes das plantas,
como, raizes, folhas jovens, sementes em fase de
germinagdo e nos frutos (Lavagnini et al., 2014), sua
atuacao esta relacionada ao preparo, sendo importante
a concentracdo, o numero de aplicagoes, a época de
aplicacdo e a espécie ou cultivar em uso (Wagner Junior
etal., 2012).

As giberelinas, como o acido giberélico (GA3),
aumentam a elongagdo e divisao celular, o que ¢
evidenciado pelo aumento do comprimento e¢ do
numero de células em resposta a aplicagdo deste
fitorregulador (Taiz e Zeiger, 2013).

A pesquisa foi realizada com o objetivo de avaliar o
efeito do acido giberélico na germinagdo e
desenvolvimento inicial de plantulas de mamoeiro.
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Material e Métodos

O experimento foi conduzido no Laboratorio de
Propagacao de Plantas do Instituto Federal do Espirito
Santo, Campus Santa Teresa. A variedade utilizada
para o experimento foi a Formosa, sendo as sementes
imersas por 30 minutos em agua pura como
testemunha e em diferentes doses de acido giberélico,
submetidas aos tratamentos com solugdo de giberelina
1.000 mg L', 2.000 mg L', 3.000 mg L', 4.000 mg L
!, colocadas para germinar em papel Germitest®
umedecidas com 2,5 vezes o peso do papel, em camara
tipo B.O.D. a 25°C, luminosidade 12/12 horas.

O experimento foi preparado em delineamento
inteiramente casualizado (DIC), com cinco tratamentos
e quatro repetigdes, sendo que cada unidade
experimental foi composta por 100 sementes.

Ap6s a germinacao da primeira semente e durante
trinta dias, foi avaliada a porcentagem de germinagao
(G); indice de velocidade de germinacao (IVG); tempo
médio de germinacao (TMG).

Apo6s Sessenta dias do inicio da germinacao da
primeira semente, foram avaliadas as variaveis: nimero
de folhas (NF); comprimento da raiz (CR); altura da
parte aérea (AP); massa verde das folhas (MVF);
massa seca das folhas (MSF); massa verde da raiz
(MVR); massa seca da raiz (MSR), sendo
selecionadas aleatoriamente para avaliagdo dez
plantas por repeticdo em cada tratamento.

Os dados obtidos foram submetidos a andlise de
variancia, atendendo pressuposi¢oes do modelo pelo
teste de Shapiro-Wilk para verificagdo da normalidade
e as médias dos tratamentos foram comparadas pelo
teste de Tukey em nivel de 5% de probabilidade e
analise de regressdo para as varidveis que
apresentaram significancia, utilizando o programa R.

Resultados e Discussao

A germinagdo iniciou aos nove dias apds a
semeadura nos tratamentos com giberelina, sendo que
na testemunha a germinacgao iniciou aos 24 dias. De
acordo com a Tabela 1, o 4cido giberélico teve
influéncia na germinagao da semente de mamao, com
valores superiores a testemunha. As dosagens de 2.000
mg L'e 3.000 mg L' apresentaram valores
estatisticamente superiores a testemunha, sendo que

o aumento da concentragdo de giberelina ndo atuou
de forma positiva na germinacdo. As dosagens de
2.000 mg L'e 3.000 mg L' ndo apresentaram
diferencga estatistica, porém as avaliagdes para a
dosagem de 2.000 mg L' foram sempre superiores
numericamente.

Para a velocidade de germinacdo e tempo de
germinacdo, a dosagem de 2000 mg L' apresentou a
maior velocidade e o menor tempo de geminagao,
porém sem diferenca estatistica significativa para as
dosagens de 3.000 mg L' e 4.000 mg L' (Tabela 1).

Sousa et al. (2008) encontraram os melhores
resultados com o uso de acido giberélico a 50 e 750
mg L-'embebidos por 12 horas, em sementes de pinha
sendo que, a baixa concentracdo de giberelina foi
compensada pelo tempo de exposicdo da semente ao
hormonio.

A testemunha apresentou baixa germinagao (45%)
em relacao aos tratamentos com giberelina, semelhante
ao encontrado por Zanotti et al. (2011) que encontraram
médias de 43% de germinagdo, comprovando a
existéncia de dorméncia nestas sementes.

Lopes etal. (2009) utilizando a imersao de sementes
de frutos maduros ndo obtiveram germinacdo para
sementes sem tratamento (G = 0%), sendo que as
sementes que foram imersas em solugo de giberelina
1.000 mg L' promoveram melhor germinagao
(67,75%), semelhante ao encontrado neste trabalho
(69%), com maior desenvolvimento das plantulas,
porém estes autores ndo testaram dosagens maiores,
0 que poderia alterar os seus resultados.

De acordo com a analise de regressdo (Figura 1),
o valor ideal para a dosagem de giberelina tramita entre
2000 mg L'e 3000 mg L', considerando que estas
dosagens sdo muito pequenas quando se realizou os

Tabela 1 - Germinagdo em sementes de mamao submetidas a
diferentes doses de GA3

Tratamento G (%) IVG ™G
Testemunha 45b 0,565 ¢ 24,330 b
GA3 1000 mg L"! 69 ab 0,940 b 20,901 b
GA3 2000 mg L"! 86a 1,675 a 14,796 a
GA3 3000 mg L"! 85a 1,671 a 15,021 a
GA3 4000 mg L' 68 ab 1,415a 14,965 a

M¢édias, seguidas das mesmas letras nas colunas sdo
estatisticamente iguais pelo teste de Tukey em 5% de
probabilidade. G = germinagdo; [IVG = indice de velocidade de
germinagdo; TMG = tempo médio de germinagao.

Agrotropica 33(2) 2021



146 Paixdo etal.

tratamentos das sementes, permitindo considerar que a
menor dosagem ¢ economicamente a dosagem viavel para
a germinacao de sementes de mamao, visto que também
o IVG e TMG apresentaram os mesmos resultados
(Figuras 2 e 3).
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Figura 1 - Regressdo para germinacao (G).
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Figura 2 - Regressdo para Indice de velocidade de germinagio (IVG).
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Figura 3 - Regressdo tempo médio de germinaciao (TMG)
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Os resultados observados no presente trabalho
mostram que a semente de mamao possui
dorméncia, porém, para que haja germinagdo ¢
necessario que primeiro ocorra a sintese de GA3
no embrido, o que exige energia (ATP) oriunda de
processos respiratdrios e agua para ativar a referida
rota. Neste trabalho, o uso de giberelina apresentou
melhoras na germinacgao, velocidade e tempo para
germinar. A pesquisa mostra que imergir as mesmas
em solucdo de giberelina por trinta minutos ¢ o
suficiente para reestimular o inicio do
desenvolvimento do embrido, para aumentar a
germinagdo, acelerar e diminuir o tempo de
germinacao.

De acordo com a Tabela 2 o acido giberélico
teve influéncia no desenvolvimento inicial das
plantulas de mamoeiro, com valores superiores a
testemunha. A dosagem de 2.000 mg L' apresentou
valores estatisticamente superiores a testemunha
e aos demais tratamentos com giberelina, sendo
que o aumento da concentracao de giberelina ndo
atuou de forma positiva na germinagao.

A giberelina atua na fase de germinagdo das
sementes melhorando o desenvolvimento inicial das
plantulas, realgando o seu potencial (Lopes et al.,
2009). A melhora no desenvolvimento esta
relacionada a agdo da giberelina na producao que
enzimas hidroliticas, as quais quebram o amido e
outras substancias, permitindo a retomada do
crescimento do eixo embrionario.

Sousa et al. (2008) encontraram os melhores
resultados com o uso de acido giberélico a 50 e 750
mg L' embebidos por 12 horas, em sementes de
pinha. Neste caso, a baixa concentragao de
giberelina foi compensada pelo tempo de exposicao
da semente ao hormonio.

Alguns autores também encontraram resultados
positivos com uso de giberelina, Braun et al. (2010)
com Beta vulgaris L.; Oliveira et al. (2010) com
atemoia (Annona cherimola Mill. x Annona
squamosa L.); Peixoto et al. (2011) com Ricinus
communis L. e Silva et al. (2013) com B.
brizantha “Marandu” e “MG 5”, que observaram
a quebra da dorméncia de sementes em diversas
espécies vegetais tratadas com giberelinas.

Lopes et al. (2009) observaram que para a
massa verde e para a massa seca de dez plantulas,
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Tabela 2 — Desenvolvimento de plantulas de mamoeiro submetidas a diferentes doses de GA3

Tratamento NF AP CR MVF MSF MVR MSR
Testemunha 1,80 b 431c 4,83b 0,029 b 0,004 d 0,021 ¢ 0,004 b
GA3 1000 mg L™ 2,35b 9,28b 5,93 ab 0,078 a 0,016 b 0,041 b 0,008 b
GA3 2000 mg L 3,85a 13,34 a 831a 0,097 a 0,024 a 0,095 a 0,032 a
GA3 3000 mg L 2,39b 11,11 ab 7,35 ab 0,085 a 0,018 b 0,043 b 0,010 b
GA3 4000 mg L' 2,30b 5,76 ¢ 7,24 ab 0,040 b 0,010 ¢ 0,039 b 0,008 b

Médias, seguidas das mesmas letras nas colunas sdo estatisticamente iguais pelo teste de Tukey em 5% de probabilidade.
NF = numero de folhas; AP = altura da planta (cm); CR = comprimento da raiz (cm); MVF = massa verde das folhas (g.pl™');
MSF = massa seca das folhas (g.pl"'); MVR = massa verde das raizes (g.pl™'); MSF = massa seca das raizes (g.pl™').

houve diferenca nas concentracdoes de GA3 de 500
mg L' e 1.000 mg L' e a testemunha, porém estas
concentragdes foram muito baixas em relacdes as
concentragdes utilizadas nesta pesquisa.

O teste de regressao apresentou dosagem ideal de
giberelina proximo de 2.000 mg L. Para todas as
variaveis avaliadas em dosagens superiores, a
tendéncia ¢ de queda nos valores apurados, com perdas
no desenvolvimento da plantula (Figuras 4 e 5).

O mesmo pode ser observado para a produgdo de
massa foliar e massa das raizes, onde a regressao
apresenta a tendéncia a perda de massa verde e massa
seca das folhas, assim como a massa verde e massa
seca das raizes, comprovando que valores superiores
a2.000 mg L' s3o prejudiciais a produgdo de massa
ocasionando a queda no desenvolvimento das plantulas
de mamoeiro (Figuras 6 e 7).

Os dados observados no presente trabalho mostram
que as sementes de mamao sdo sensiveis ao uso de
giberelina de acordo com a dosagem e tempo de
imersdo das sementes. Neste estudo, o uso de
giberelina apresentou melhoras na germinagdo e no
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desenvolvimento inicial das plantulas, sugerindo que
imergir as sementes em solugdo de giberelina por 30
minutos na dosagem de 2.000 mg L-! foi suficiente para
reestimular o inicio do desenvolvimento do embrido,
promovendo o alongamento celular e melhorar seu
desenvolvimento inicial.
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Conclusao

O acido giberélico respondeu positivamente na
germinagdo das sementes e desenvolvimento das
plantulas de mamoeiro, sendo que, a utilizagdo deste
hormonio na dosagem de 2.000 mg L' pode ser
recomendada para a cultura.
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REGISTRO DE BUPRESTIDAE (INSECTA: COLEOPTERA) COM POTENCIAL
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O cupuaguzeiro ¢ uma planta com expressiva importancia socioecondmica na regiao Amazonica e, dentre os
fatores limitantes para seu cultivo estdo os problemas fitossanitarios. Nesse sentido, o objetivo desse trabalho ¢
reportar a infestacdo de coledpteros da familia Buprestidae em plantio comercial de cupuaguzeiro, localizado no
distrito de Nova Califérnia, RO. Os sintomas de plantas infestadas sdo desfolha (parcial ou total), ramos ressecados
e presenga de serragem na base do colo. Faz-se o primeiro registro de buprestideos infestando plantio comercial de
cupuaguzeiro no estado de Ronddnia, bem como evidencia-se o potencial danoso deste inseto-praga, o qual pode
levar a planta a morte.

Palavras-chave: Amazonia, coleobroca, inseto xiléfago, Malvaceae, Theobroma grandiflorum.

Record of Buprestidae (Insecta: Coleoptera) with harmful potential in a

commercial cupuassu tree plantation, in Nova Califérnia, Ronddnia state, Brazil.
The cupuassu is a plant with significant socioeconomic importance in the Amazon region and, among the limiting
factors for its cultivation are the phytosanitary problems. In this sense, the aim of this work is to report the
infestation of the Buprestidae family coleopterans in a commercial cupuassu tree plantation, located in the district
of Nova Califérnia, Rondonia state, Brazil. The symptoms of infested plants are defoliation (partial or total), dry
branches and the presence of sawdust at the base of the trunk. The first record of buprestids infesting commercial
cupuassu tree planting in the state of Rondonia is made, as well as the harmful potential of this insect pest, which
can lead the plant to death, is evidenced.

Key words: Amazon, coleoborer, Malvaceae, xylophagous insect, Theobroma grandiflorum.
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O cupuaguzeiro (Theobroma grandiflorum (Willd.
ex Spreng.) K. Schum.) € uma arvore frutifera nativa
da regido Amazodnica, pertencente a familia
Malvaceae, encontrado em estado silvestre na parte
sul e sudeste da Amazonia Oriental e Noroeste do
Estado do Maranhdo. Essa planta esta disseminada
por toda bacia Amazonica, sendo esporadicamente
encontrado em outros paises como Coldmbia,
Venezuela, Equador e Costa Rica (Venturieri, Alves e
Nogueira, 1985; Rocha Neto et al., 1999).

Os principais Estados brasileiros produtores de
frutos sdo o Para, Amazonas, Rondonia e Acre (Lopes
etal., 1999). Os frutos sao amplamente utilizados pela
industria alimenticia e de cosméticos, em virtude de
suas propriedades sensoriais e quimicas. A polpa ¢
usada na fabricacdo de sorvete, néctar, doce, geleia,
iogurte, licor, xarope e biscoito. As sementes também
sdao empregadas na fabricacao do “cupulate”, produto
com caracteristicas nutritivas similares as do chocolate
(Araujo et al., 2007).

O cultivo do cupuaguzeiro ¢ de facil manejo,
apresentando importancia social e econdmica, como
fonte de renda e de emprego para os produtores da
regido amazodnica e cultivado geralmente em Sistemas
Agroflorestais (SAF), pomares comerciais e caseiros
(Lima-Primo et al., 2017). Por ser uma fruta em
acessdo no mercado nacional e internacional, houve
uma expansao do cultivo e, consequentemente, o
surgimento de problemas fitossanitarios associados.
Dentre estes, o coleoptero Conotrachelus
humeropictus Fiedler (Coleoptera: Curculionidae) é
considerado a praga-chave dessa cultura no Brasil
(Silvaetal., 2016). Contudo, outros insetos ocorrentes
nesse cultivo também causam danos, destacando-se a
lagarta desfolhadora, Macrosoma tipulata Hiibner
(Lepidoptera: Hedylidae), o percevejo sugador
Monalonion annulipes Signoret (Hemiptera:
Miridae), a broca-do-ramo-terminal Magulacra
nigripennata (Dognin) (Lepidoptera: Cossidae) e as
brocas-do-ponteiro da muda e da planta adulta,
Demobarius sp. e Heilipus naevulus Mann.
(Coleoptera: Curculionidae), respectivamente
(Trevisan, 1998; Silva et al., 2016; Santos et al., 2020).

Por ser um cultivo de carater regional, ainda ha
caréncia do conhecimento acerca dos insetos
associados, bem como de estudos sobre aspectos
taxondmicos, biologicos, etologicos e de controle de
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insetos e sua importancia na cultura do cupuaguzeiro.
Nesse sentido, o objetivo do presente trabalho ¢
reportar a infestacao de inseto xilofago, causando danos
a um cultivo comercial de cupuagu, no estado de
Rondoénia.

Em marg¢o de 2019 foi realizada uma visita técnica
aum plantio comercial de cupuaguzeiro, localizado no
sitio Ingazeiro (09°45"05,9"S; 66°41"31,1"0), distrito de
Nova California, RO. Em caminhamento aleatdrio pelo
plantio, foi observada desfolha (parcial ou total) e
ressecamento de galhos (Figura 1) em varias plantas
(algumas ja mortas). Também foi relatado pelo
produtor, uma consideravel perda de produtividade
nessa area, de aproximadamente 1 ha. As plantas nao
receberam nenhum tratamento fitossanitario desde seu
plantio, apenas podas periddicas para evitar a
ocorréncia do fungo Moniliophthora perniciosa
(Stahel), causador da doenga conhecida vulgarmente
por “vassoura-de-bruxa”.

Em uma vistoria na parte aérea e basal de plantas
doentes, foi verificado uma exsudacao de serragem
no colo destas. Com auxilio de um facdo, foi retirada
uma sec¢ao da casca do tronco de uma planta atacada,
onde foi verificada a presenga de larvas de coledptero
xilofago (Figuras 2A e 2B). As larvas foram
acondicionadas em frasco de vidro contendo alcool
(70%) e levadas ao Laboratorio de Entomologia da
Embrapa Acre, em Rio Branco, AC, as quais foram
examinadas sob microscopio estereoscopio.

Na tentativa de se capturar espécimes adultos,
armadilhas de tecido tipo "voil" foram instaladas na
base de trés plantas com sintomas de ataque (Figuras
3A e 3B) visto que, mesmo em campo, pela morfologia
externa das larvas foi possivel determinar que se
tratava de larvas buprestoides, conforme descrigdo dos
trabalhos de Costa Lima (1953), Marques, Moreira e
Marques (1997) e Hastir & Gaspar (2002). As fémeas
de buprestideos depositam massas de ovos entre as
rachaduras da casca, na regido do colo de suas plantas
hospedeiras (Garcia, 1998).

Em laboratério, foi possivel confirmar que se
tratava da fase imatura de inseto pertencente a familia
Buprestidae. As larvas de buprestideos tém aspecto
caracteristico, apresentando morfologia externa que
se assemelha a uma palmatodria (Figura 2B). Sao
apodas ou providas de pernas extremamente
pequenas, cabega relativamente diminuta e
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Figura 2. (A) Larva de Buprestidae no interior de sec¢@o longitudinal de caule de cupuaguzeiro, com varias galerias evidentes. (B)
Aspecto morfologico externo de larva de buprestideo em detalhe (Crédito das fotos: Amauri Siviero).

parcialmente introduzida no protorax, o qual é
consideravelmente alargado, achatado ¢ com placas
fortemente esclerosadas em ambas as faces. O
abdome ¢ alongado e subcilindrico com metameros
perfeitamente destacados. A larva da maioria das

espécies de buprestideos s3o lignivoras (xilofagas),
sendo coleobrocas caulinares e muitas delas de grande
importancia econdmica (Costa Lima, 1953).

A familia Buprestidae compreende coledpteros de
tamanho variado, variando de até oito centimetros de
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Figura 3. (A) Acomodacao de tecido tipo "voil" no colo de cupuaguzeiro atacado por buprestideo. (B) Aspecto da armadilha apds
a instalacdo. (Crédito das fotos: Amauri Siviero).

comprimento para Euchroma gigantea (L.), até
poucos milimetros de comprimento, para espécies
minadoras de folhas (Costa Lima, 1953). Segundo
lannuzzi, Maia e Vasconcelos (2006), a familia
Buprestidae ¢ geralmente negligenciada em
levantamentos faunisticos, embora possua
representantes reconhecidamente considerados
importantes pragas agricolas.

Buprestideos sdo besouros que apresentam a
cabeca unida ao pronoto, antenas com onze articulos
curtos, sendo o segundo o mais curto. O torax
geralmente € mais largo que longo, muito proximo aos
¢litros, formando um s6 bloco. Quanto ao dimorfismo
sexual, varia de acordo com a espécie, mas esta
frequentemente relacionada a morfologia do ltimo
segmento abdominal (Hastir & Gaspar, 2002).

Esses coleopteros sao comumente encontrados
associados a espécies arboreas e frutiferas e, cujo
estadio larval abre galerias nos troncos das plantas
hospedeiras, podendo atingir o status de praga em
decorréncia da sua alta capacidade reprodutiva e
voracidade das larvas (Vichiato et al., 2014). Espécies
da familia Buprestidae ja foram relatados infestando,
por exemplo: figueiras [Ficus carica L., Ficus
doliaria (Miq.) Mart. e Ficus salzmanniana (Miq.)
Migq., Moraceae], abieiro [Pouteria caimito (Ruiz e
Pav.) Radlk., Sapotaceae], camboata [Guarea
trichilioides L., Meliaceae], goiabeira [Psidium
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guajava L., Myrtaceae], cajueiro [Anacardium
occidentale L., Anacardiaceae), vinhatico
[Plathymenia reticulata Benth., Fabaceae], eucalipto
[Eucalyptus spp., Myrtaceae] e munguba [Pachira
aquatica Aubl., Bobacaceae] (Costa Lima, 1953; Berti
Filho, 1981; Garcia, 1998; Gallo et al., 2002; Vichiato
etal., 2014).

Segundo Garcia (1998), o ataque de buprestideos €
denunciado pelo desfolhamento da copa e pelo aspecto
amarelado das folhas das plantas atacadas. Esses
sintomas foram observados nas plantas de
cupuacuzeiro infestadas em Nova California, RO. Isto
se da pela perturbag@o ou destrui¢do da integridade
funcional do cambio, responsavel pela formagao do
xilema e floema (Barbosa & Wagner, 1989). Algumas
espécies preferem a regido do floema durante todo o
periodo de seu desenvolvimento, bloqueando
transversalmente o fuste entre a casca e a madeira.
Atacam em grupo e, se forem suficientemente
numerosos, podem matar arvores grandes durante uma
geracdo (Marques, Moreira e Marques, 1997). Embora
o numero total de cupuaguzeiros atacados nao tenha
sido contabilizado em toda a area de plantio, das seis
plantas com sintomas de ataque, duas haviam morrido
em virtude da infestagcdo do inseto, demonstrando alta
capacidade nociva desse inseto a cultura.

As armadilhas ficaram em campo por 30 dias e
ndo capturaram nenhum coleoptero adulto, sugerindo
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algumas hipoteses: 1. instalacdo tardia (apos o ciclo
bioldgico do inseto ter se completado), 2. insetos adultos
conseguiram escapar da armadilha ou 3. tempo
reduzido da armadilha em campo. Segundo Bondar
(1922), para a maioria das espécies de buprestideos a
fase larval pode durar dois anos ou mais. Dessa forma,
nao foi possivel a identificagdo em nivel especifico da
espécie de buprestideo associada ao cupuaguzeiro em
Nova Califérnia.

Buprestideos ja foram relatados associados ao
cultivo de T. grandiflorum nos municipios de Humaita,
AM (Oliveira et al., 2018), Manaus, AM (Barbosa e
Fonseca, 2002) e, em SAF contendo cupuaguzeiro, em
Mazagdo, AP (Silva et al., 2010). Entretanto, em
nenhuma dessas literaturas mencionadas os espécimes
capturados foram identificados em nivel de género e/
ou, espécie, impedindo conhecer qual(is) espécie(s)
de Buprestidae esta(ao) associada(s) ao cultivo do
cupuaguzeiro no Brasil, sua distribui¢do geografica,
sazonalidade de ocorréncia, bem como menciona-la(s)
no rol das pragas de importancia economica dessa
cultura no pais.

Nao ha nenhum produto fitossanitario registrado
junto ao Ministério da Agricultura, Pecuaria e
Abastecimento (Mapa) para o controle de buprestideos
em cupuaguzeiro, tampouco registros de inimigos
naturais atuando como agentes de controle bioldgico
desses coledpteros no Brasil. Contudo, alguns métodos
de controle contra buprestideos sdo preconizados na
literatura, tais como cortar ¢ descascar as plantas
infestadas, antes que os adultos possam sair de suas
camaras pupais (Silva e Almeida, 1941), caiar os
troncos (Costa Lima, 1953) e a catagdo manual de
insetos adultos (De Nadai, Anjos e Cordeiro, 2004).

Na vanguarda de métodos de controle, contra o
ataque de insetos fitofagos e coleobrocas em esséncias
florestais, estdo as inje¢des de produtos fitossanitarios
diretamente no tronco de plantas infestadas,
administradas com uso equipamento especial (e.g.
injetor direto modelo ArborSystem SW100%). Esse
método tem como principais vantagens: dano reduzido
as plantas, ser eficiente e de longa duracao (de dois a
quatro anos por aplicagdo) e proporcionar maior
seguranca ambiental (o inseticida fica contido no
interior da planta) (Gill et al., 1999; Smitley, Doccola
& Cox, 2010). Todavia, embora seja um método de
controle promissor para espécies florestais, sao

necessarios estudos em espécies frutiferas, a fim de
determinar se os frutos poderdo conter residuos do
produto aplicado e qual o periodo de caréncia.

Pela expressao socioeconémica que o cupuaguzeiro
representa para a regido Amazonica e, pelos danos
causados pelo ataque de buprestideos nessa malvacea,
esforcos de pesquisa devem ser envidados a fim de se
identificar a(s) espécie(s) de Buprestidae associada(s)
a esta cultura no Brasil, a sazonalidade de ataque
desses coledpteros em regides produtoras, a
prospeccdo de inimigos naturais associados e,
principalmente, métodos de controle eficientes e
ecologicamente sustentaveis, a fim de mitigar os
ataques desses insetos em plantios comerciais dessa
fruteira no pais.

Conclusoes

Faz-se o primeiro registro de buprestideo infestando
planta¢do comercial de Theobroma grandiflorum no
estado de Rondonia.

Buprestideos podem causar mortalidade de plantas
adultas e, consequentemente, alto impacto econdmico
a produgao.
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