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RESUMO GERAL

A antracnose ¢ considerada a principal doenga pods-colheita de frutos de
manga, o que ¢ limitante a exportagdo e responsavel por consideraveis perdas. A
busca pelo controle dessa doencga, por meio de métodos alternativos ¢ constante,
com isso, neste trabalho, objetivou-se avaliar o potencial da pelicula a base de
fécula de mandioca 2 e 3% associada ou ndo a cinco Oleos essenciais na
conservagdo pos-colheita de mangas e no controle de um isolado de antracnose
in vitro e in vivo. O isolado obtido de mangas ‘Tommy Atkins’ foi identificado e
incorporado @8 CML do DFP-UFLA. Os o¢leos essenciais de Palmarosa
(Cymbopogon martinii), Cravo-da-india (Sizirgum aromaticum), Tomilho
(Thymus vulgaris), Canela (Cinnamomum casia) e Capim limdo (Cymbopogon
citratus) foram utilizados a 1000 pL.L" e obtidos da empresa Lazlo selecionados
mediante potencial de inibicdo ao patdogeno. Nos experimentos in vitro, foram
avaliados os potenciais de inibicdo de germinagao e de crescimento micelial da
pelicula combinada ou ndo aos o6leos. No experimento in vivo, 0S mesmos
tratamentos foram aplicados nos frutos apds inoculacdo e estes avaliados
diariamente, e, no oitavo dia retiradas amostras para MEV e epifluorescéncia. O
oleo essencial de canela inibiu a germinagdo de conidios, assim como o
fungicida utilizado, mostrando efeito protetor desse 6leo. O dleo de cravo
isoladamente ou associado a pelicula 2 ¢ 3%, assim como o 6leo de tomilho e o
fungicida reduziram o IVCM. No experimento in vivo, todos os tratamentos
contendo pelicula isolada ou combinadas aos 6leos utilizados tiveram redugao
no desenvolvimento das lesdes (AACPD) causadas pelo fungo inoculado nos
frutos avaliados por dois métodos, sendo a microscopia de fundamental
importancia na visualiza¢ao dos resultados obtidos.

Palavras-chave: Mangifera indica. Biofilme. Controle alternativo. Microscopia.
Pos- colheita.



GENERAL ABSTRACT

Anthracnose is the main postharvest disease for mango fruits. Limiting
to exportation, it is responsible for considerable losses. The struggle to control
this plant pathogen by means of alternative methods is constant. Therefore, this
research had the objective of evaluating the potential of the film made of cassava
starch at 2% and 3%, associated or not to five essential oils obtained from
mango postharvest conservation, and the in vifro and in vivo control of an
isolate. The isolate obtained from “Tommy Atkins” mango was identified and
incorporated to the Mycological Collection of Lavras from the Department of
Phytopathology of the Universidade Federal de Lavras (UFLA), in Lavras,
Minas Gerais, Brazil. The essential oils obtained from Cymbopogon martinii,
Sizirgum aromaticum, Thymus vulgaris, Cinnamomum casia € Cymbopogon
citratus were used at 1000 pL.L" and were attained from Lazlo company, and
selected according to their pathogen inhibition potential. In the in vitro
experiments, we evaluated the germination inhibition potential and mycelia
growth of the film, combined or not to the oils. In the in vivo experiment, the
same treatments were applied to the fruits after the inoculation, evaluated daily
until the eighth day, when samples were taken for Scanning Electron
Microscopy and epifluorescence. Cinnamon essential oil and the fungicide used
inhibited conidia germination, showing the protective effect of this oil. Clove
oil, associated or not to the film at 2% and 3%, as well as thyme oil and the
fungicide, reduced Mycelial Growth Velocity Index. In the in vivo experiments,
all treatments with isolated film, associated or not to the essential oils, presented
reduction of injury development (area under the disease progress curve) caused
by the fungi inoculated to the fruits, evaluated by both methods. Microscopy has
fundamental importance on the visualization of the results.

Keywords: Mangifera indica. Biofilm. Alternative control. Microscopy.
Anthracnose.
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1 INTRODUCAO

O aumento do consumo de produtos naturais como frutas e hortaligas ¢é
significativo no Brasil e no mundo e, cada vez mais, os consumidores exigem
qualidade desses alimentos, principalmente, por meio da busca de produtos
organicos (PIMENTEL et al, 2005). A produgdo desses alimentos,
principalmente de frutas, possui alto valor agregado, quando comparada a
producdo convencional que utiliza agroquimicos para o controle de pragas e
doengas.

Ainda com relagdo aos produtos organicos, a certificacdio ¢ uma
exigéncia em mercados internacionais que possuem leis especificas para
controlar e fiscalizar a cadeia produtiva do pais exportador, permitindo a
rastreabilidade pelo consumidor (BRITTO, 2004), que busca, além disso, frutos
de qualidade.

A produgdo mundial de frutas tropicais atinge cerca de 82 milhdes de
toneladas anualmente, de acordo com estimativas da Organizacdo das Nagdes
Unidas para Agricultura ¢ Alimentagdio (THE STATE OF FOOD AND
AGRICULTURE, 2012) e dentre as principais frutas tropicais consumidas
encontra-se a manga (ANUARIO DA AGRICULTURA BRASILEIRA, 2012).
O Brasil tem elevado potencial para aumento da produgdo e exportacdo, ja que
possui condi¢des climaticas favoraveis, durante todo o ano, para produgao,
principalmente no Nordeste do pais sob manejo adequado (ALBUQUERQUE et
al., 1999).

Na manga, a antracnose ¢ considerada uma das principais causas de
perda da producio em pés-colheita (ANGEL et al., 2006). O controle quimico
geralmente ¢ realizado com produtos a base de thiabendazol (SISTEMA DE
AGROTOXICOS FITOSSANITARIOS, 2013) e apresenta bons resultados.

Porém, ¢ importante ressaltar que os residuos dos agroquimicos podem afetar a
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saude humana, bem como ocasionar isolados resistentes, além de contaminagdo
ambiental (STANGARLIN et al.,, 1999). O principal entrave no quesito
exportacdo sdo as Dbarreiras fitossanitirias e o uso indiscriminado de
agroquimicos.

Diante do exposto, ¢ necessario buscar métodos alternativos de controle
de fitopatogenos como utilizacdo de biopeliculas, agentes biocontroladores
antagonistas e 6leos essenciais. Esses novos métodos de controle de fungos vém
mostrando excelentes resultados no controle do género Colletotrichum,
verificados nos trabalhos de Bosquez-Molina et al. (2010), Magbool et al. (2011)
¢ Roswalka (2010) dentre tantos outros.

Portanto, neste trabalho, objetivou-se verificar a eficiéncia de odleos
essenciais, associados ou nao a pelicula a base de fécula de mandioca in vitro e

in vivo no controle alternativo po6s- colheita da antracnose da manga.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Manga

A mangueira (Mangifera indica L.), pertencente a familia
Anacardiaceae, é uma frutifera originaria da Asia e encontrou no Brasil
condi¢des edafoclimdticas favoraveis ao seu desenvolvimento e producdo de
frutos. Estima-se que, no século XVIII, portugueses trouxeram a fruta do norte
africano para a América do Sul. A fase atual do cultivo da frutifera ¢
caracterizada pelo elevado nivel tecnoldgico, como irrigacdo, inducgdo floral e
plantio de variedades melhoradas geneticamente (MANICA et al., 2001)

Para a produgdo adequada de frutos, o manejo cultural ¢ intensivo, sendo
a planta propagada, principalmente, por enxertia e exigindo tratos culturais como
inducdo floral, podas, manejo adequado de solo e constante controle de pragas e
doengas (KAVATI, 1996), bem como manejo poés-colheita onde se concentram
elevados gastos.

A expansdo da produgdo de manga no Brasil destaca-se pelos estados de
Sdo Paulo e alguns estados do Nordeste, principalmente, na regido semiarida
representada pelos estados do Piaui e Ceara, e também Vale do Sao Francisco
que abrange Minas Gerais, Bahia, Sergipe, Pernambuco entre outros. Em 2009, a
produgdo nacional alcangou 1,197 milhdes de toneladas, sendo o Nordeste
responsavel por 73,4% e o Sudeste 24,8% (ANUARIO DA AGRICULTURA
BRASILEIRA, 2012).

A manga ¢ uma fruta de grande valor econdmico e social, visto que a
maioria dos empregos oferecidos no setor direciona-se a colheita e pos-colheita.
Segundo AGRIANUAL (ANUARIO DA AGRICULTURA BRASILEIRA,
2012), no ano de 2010, houve crescimento significativo no volume de

exportagdes para 124.694 toneladas e maior parte da producao concentra-se em
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pequenos produtores. As principais cultivares comercializadas sdo: Palmer,
Haden e Tommy Atkins, possuem também elevada exportagio (ANGEL et al.,
2006). O fruto apresenta comportamento climatérico pds-colheita e o processo
de maturagdo ¢ caracterizado pela hidrolise do amido e consequente aumento de
agucares simples (SAUCEDO-VELOZ; TORRES; LAKSHMINARAYANA,
1977). A maturagdo ocorre rapidamente em temperatura ambiente, de 2 a 9 dias
quando colhida em estagio adequado e, com o avanco do processo de maturagao,
ocorrem trocas hidroliticas em alguns componentes da parede celular que
reduzem a firmeza, que incluem degradacdo de substincias pécticas como
protopectinas e pectatos de célcio (ZAHARAH et al., 2012), essas mudancas
decorrentes do processo de maturagcdo podem facilitar o ataque de patogenos.

Os problemas que acometem a cultura t€ém origem bidtica ¢ abidtica.
Com relacdo aos fatores abioticos, o chilling é o mais importante, ¢ de comum
ocorréncia, quando os frutos permanecem armazenados sob baixas temperaturas
por longos periodos (WANG et al., 2008). Dentre os danos bidticos mais
frequentes nos mercados finais, geralmente ocasionados por micro-organismos,

cerca de 78% sdo referentes a antracnose (ANGEL et al., 2006).

2.2 Principais doencas que afetam a cultura

Existem inimeros patdgenos que afetam a producdo de mangas. A
ocorréncia de algumas doengas, principalmente nos frutos, vem comprometendo
a producdo em todo pais e, consequentemente, a exportagdo (MANICA et al.,
2001). Nessa cultura, as doencas t€ém um importante papel na irregularidade
produtiva dos pomares, bem como na qualidade final do fruto (BIANCHINI;
MARINGONI; CARNEIRO, 2005).

Os principais fitopatdgenos que acometem a mangueira sdo fungos e,

dentre eles, Ceratocystis fimbriata Ell. Et Halst que ocasiona seca e ocorre
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somente no Brasil com sintoma de estrias radiais escuras internamente ao tronco
(PIZZA JUNIOR; RIBEIRO, 1996)

Também de importancia significativa, Oidium mangiferae Bert.
(Erysiphe polygoni D.C.) é de comum ocorréncia nos pomares e pode causar
sérios prejuizos nas fases de florescimento e frutificacdo (JUNQUEIRA et al.,
2001).

A morte descendente da mangueira ou podridao do pedicelo € uma grave
doenca de comum ocorréncia em areas irrigadas do nordeste brasileiro, causada
pelo fungo Botryosphaeria rhodina (Lasidiplodia theobromae) (VERMA;
SINNG, 1970) e verifica-se elevada colaboragdo deste nas perdas pds- colheita.
A verrugose, doenca de importancia secundaria, causada pelo fungo Elsinoe
mangiferae (Sphaceloma mangiferae) ¢ os danos causados limitam-se a uma
camada corticosa a superficie externa dos frutos e das folhas (BIANCHINI;
MARINGONI; CARNEIRO, 2005).

A ma formacdo vegetativa e floral, segundo Lopes, Magalhdes ¢
Laranjeira (2005), é causada por Fusarium sp. O principal sintoma é o
‘embonecamento” da inflorescéncia que nao produz frutos.

Dentre todas as doencas descritas, a de maior importancia & a

antracnose, ocasionada por espécies de Colletotrichum.

2.3 Colletotrichum spp. e a antracnose da manga

O género Colletotrichum pertence a classe Ascomycetes, e familia
Melanconiliaceae. Apresenta ampla distribuicdo geografica no mundo,
causando, principalmente, doengas pds-colheita em frutos como: banana (Musa
spp.), caju (Anacardium occidentale L.), manga (Mangifera indica L.), maracuja

(Passiflora edulis f. flavicarpa Deg.) e mamao (Carica papaya L.) (BENATO,
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1999; PERES et al., 2002), ¢ ocasionam sérios problemas em regioes tropicais e
subtropicais.

O género Colletotrichum ¢é notoriamente varidvel em relacdo a
determinadas caracteristicas, destacando-se a patogenicidade, demonstrada em
diversos patossistemas (SERRA et al.,, 2011). Portanto, a ocorréncia de
populagoes de espécies de Colletotrichum com comportamento patogénico
diferenciado pode determinar variacdes na expressdo da doenca (FREEMAN;
KATAN; SHABI, 1998).

Relatado como espécie, o Colletotrichum gloeosporioides (Penz.) Penz.
e Sacc., forma anamorfica (assexuada) do fungo Glomerela cingulata (AGRIOS,
2005). Esse fungo apresenta grande variagdo quanto a morfologia e ao rDNA
entre os isolados verificados, sendo considerado um complexo de espécies
(PHOULIVONG et al., 2010), alvo de diversos trabalhos no quesito filogenia.

A identificacdo da espécie de Colletotrichum responsavel por antracnose
em frutiferas é fundamental para o desenvolvimento ¢ implantacdo de métodos
eficientes no controle da doenga (SERRA et al., 2011) e sabe-se o quanto ¢
dificil definir e delimitar as espécies, utilizando poucos caracteres, como
tamanho e forma de conidios e tipos de apressorios, ou seja, caracteres
morfoculturais (CANNON; BRIDGE; MONTE, 2000). Estes geralmente se
sobrepoem, tendo ainda algumas espécies uma ampla gama de hospedeiros e,
dentre esses hospedeiros, mais de uma espécie de Colletotrichum pode ser
responsavel pelo processo infeccioso (CROUCH et al., 2009) o que revela a
importancia de adogdo de mais caracteres (MENEZES, 2006) como a andlise
molecular e filogenética que distingue espécies dentro de Colletotrichum,
considerada a mais comum e relevante espécies em condigdes tropicais (CAI et
al., 2009; HYDE et al., 2009). Embora a identificacao seja confusa, em razio da

alta variabilidade morfologica e genotipica, as espécies pertencentes ao
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complexo Colletotrichum sdo apresentadas como agente causal da antracnose
(WEIR; JOHNSTON; DAMM, 2012).

O patdgeno, além de infectar frutos maduros, pode também infectar
frutos imaturos pela penetracdo direta da cuticula (DICKMAN; ALVAREZ,
1983), que ¢ quando a infec¢do inicia-se no campo e, por alguma condi¢do
fisioldgica imposta pelo hospedeiro, o desenvolvimento do patégeno ¢ inibido e
a doenca fica latente (PRUSKY, 1996), manifestando-se somente apos a colheita
quando o estadio de maturacdo da fruta é alcangado em condi¢des ambientais
favoraveis. A ocorréncia e a manutengdo do patdgeno em quiescéncia sobre o
hospedeiro ou dentro do mesmo indicam um equilibrio dindmico entre
hospedeiro, patégeno e ambiente (JARVIS, 1994). O patdégeno no estiddio de
quiescéncia mantém baixo nivel de metabolismo, entretanto, pode ativar fatores
de patogenicidade que resultam em parasitismo ativo nos tecidos do hospedeiro
(PRUSKY, 1996).

Na infecgdo ativa ou ndo latente, a penetragdo se processa por meio de
ferimentos que podem ser realizados durante as operacdes de colheita e
armazenamento (BRUTON, 1994) e ocorre quando os frutos iniciaram ou
completaram o processo de maturacdo, 0 que os tornam mais suscetiveis a
invasdo pelo patégeno que, em razio do decréscimo de compostos fendlicos e ao
aumento da predisposi¢do as injurias mecanicas, tornam esse substrato
disponivel ao seu rapido desenvolvimento (CHITARRA; CHITARRA, 2005).

O desenvolvimento do Colletotrichum spp. é favorecido por temperatura
e umidade relativa elevada (AGRIOS, 2005). Produz conidios unicelulares,
hialinos, cilindricos, com terminagdes obtusas ou elipséides e dimensoes de 7-20
x 2,5-5um que sdo liberados pelos conididforos formados em acérvulos, com
formagdo de setas (RESENDE; MARTINS, 2005). A sobrevivéncia do fungo

ocorre em restos de cultura de onde os conidios sdo liberados e disseminados por
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respingo das chuvas, vento, insetos e ferramentas (KIMATI et al., 2005;
TAVARES; SOUZA, 2005).

Tais conidios, ao atingir o fruto, germinam na presenga de agua e, logo
em seguida, produzem o apressorio que adere & cuticula do fruto e penetra
diretamente o tecido ndo lesionado do hospedeiro. A penetracdo do tecido ¢
favorecida pela ag¢do de enzimas pectinoliticas excretadas no tecido do
hospedeiro e pela forca mecanica exercida pelo apressorio sobre o peg de
penetracdo. ApoOs a penetracdo, as hifas crescem muito rapidamente tanto de
forma intercelular como intracelular e podem permanecer latentes por algum
tempo antes das células comegarem a entrar em colapso e ocasionar podridao. O
micélio produz acérvulos abaixo da cuticula, que a rompem e liberam os
conidios que causam mais infec¢des. A agressividade do fungo aumenta quando
o fruto comeca a amadurecer e, por consequéncia, os sintomas aparecem
(AGRIOS, 2005).

Antracnose ¢ uma das principais doengas que acomete a mangueira e
ocorre em todas as partes da planta, de folhas a frutos. E encontrada em todas as
areas produtoras de frutos do mundo, portanto considerada cosmopolita
(SUTTON, 1992) atacando diversos hospedeiros. O fungo pode sobreviver por
longos periodos em ramos secos e frutos no solo, além de estar presente em
ampla gama de hospedeiros silvestres ou plantas cultivadas. E tido como o
principal problema na pds-colheita (JOHNSON; COATES, 1993). Porém, em
razdo do clima seco em algumas regides semiaridas produtoras, os danos podem
Ser menos expressivos.

Os sintomas mais comuns, segundo Arauz (2000), sdo manchas marrons
arredondadas ou irregulares de 1 a 10 mm de didmetro, podendo coalescer nas
folhas e frutos e causar rompimento de tecidos. Nas brotagdes e ramos novos,
surgem lesOes escuras e necrdticas, que evoluem a seca dos ramos causando

desfolha. Nas inflorescéncias, surgem pequenas manchas escuras e profundas
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que provocam sua morte ¢ na raquis das flores formam-se lesdes, que podem
levar a queda dos frutos antes de sua maturagao fisiologica. Os conidios tendem
a depositar-se ao redor do pedicelo do fruto e depois sao redistribuidos no fruto

durante os periodos de chuva.

2.4 Métodos de controle da antracnose

Sabe-se que somente frutos de alta qualidade, livres de doengas,
distarbios fisiologicos e pragas podem conquistar a exportagdo. Esses paises
importadores possuem exigéncias especificas com relacdo a frutas frescas e sdo
realizadas rigorosas restricoes a entrada de frutos portadores de organismos
exoticos, que possam representar riscos para a agricultura local JUNQUEIRA et
al., 2001). Outra limitacdo significativa diz respeito aos defensivos agricolas
utilizados na fase de produgdo e de pds-colheita, bem como de seus residuos, e,
cada vez mais, sua utilizacdo ¢é restringida (WISNIEWSKI et al., 2001)
promovendo o uso de agentes naturais de controle, tanto no pomar quanto na
pos- colheita.

O tratamento de pos-colheita mais utilizado compreende a aplicagdo de
fungicidas protetores ou um banho dos frutos em agua quente a 55 °C por 5
minutos, ou uma combinagdo de ambos, mas, nesse caso, a temperatura deve ser
reduzida para 53-52 °C. O tratamento por imersdo em banho frio de fungicida a
base de tiabendazol é muito utilizado, mas ¢ menos eficiente (SISTEMA DE
AGROTOXICOS FITOSSANITARIOS, 2013).

Nas ultimas décadas, a exploracdo da atividade de compostos
secundarios tem se tornado uma alternativa no controle de fitopatégenos com
potencial ecoldgico para substituir o emprego de produtos sintéticos, por meio
da utilizagdo de subprodutos de plantas medicinais como extrato bruto e 6leo

essencial, uma vez que apresentam, em sua composicdo, substincias com
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propriedades fungicidas e/ou fungitoxicas (MATOS, 1997), ou podem até
ocasionar indu¢do de resisténcia. Possuem, ainda, a vantagem de serem
praticamente inofensivos ao homem e ao meio ambiente, de menores custos,
facilmente disponiveis aos agricultores e, em alguns casos, podem inclusive
superar os produtos sintéticos em sua agao antimicrobiana (STANGARLIN et
al., 1999). Os modos de acdo variam de acordo com o 6leo utilizado ¢ o
patossistema em que foi aplicado, podem atuar na permeabilidade das
membranas celulares dos micro-organismos ou, at¢é mesmo, diretamente nas
organelas, dentre outros.

Em razdo da grande riqueza quimica das plantas medicinais que
possuem diversos principios ativos, estas se tornam fontes de moléculas que
podem ser empregadas na defesa de plantas contra fitopatdgenos (RODRIGUES
et al., 2006). Oleos essenciais sdo, portanto, misturas complexas de substancias
organicas lipofilicas e volateis, geralmente incolores ou ligeiramente
amareladas, odoriferas e liquidas que podem ser obtidas de vegetais por
diferentes métodos (BANDONI; CZEPAK, 2008; SIMOES et al., 2007).

Oleos essenciais de Cymbopogon spp., Coriandrum sativum e Lippia
alba foram reportados na inibi¢do de Colletotrichum gloeosporiodes em
maracuja (ANARUMA et al., 2010). Combrinck, Regnier e Kamatou (2011)
verificaram a eficiéncia in vitro de dezoito 6leos essenciais em fungos tipicos de
pos-colheita de  frutas  Lasiodiplodia  theobromae,  Colletotrichum
gloeosporioides, Alternaria citrii, Botrytis cinerea e Penicillium digitatum,
sendo o dleo de tomilho considerado o mais eficaz, seguido pelo 6leo de canela.
De acordo com estudos de Cruz et al. (2010), a dosagem de 1000 puL do 6leo de
Citrus sinensis via fumigacdo em frutos de manga “Tommy Atkins” resultou em
menor namero de frutos com lesdes de antracnose. Roswalka, Mio e Nakashima
(2008) avaliaram a acdo de extratos, 6leos e decoctos sob C. gloeosporioides e

G. cingulata in vitro e concluiram que o 6leo essencial de cravo-da-india inibiu
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em 100% o crescimento de G. cingulata e C. gloeosporioides, sendo este ultimo
totalmente inibido pelo o6leo essencial de capim-limdo, sendo que alguns
decoctos também proporcionaram boa inibigao.

Ainda com relagdo ao controle de antracnose, as biopeliculas baseadas
em diversos componentes tém sido amplamente pesquisadas ,associadas ou nao

aos Oleos essenciais, serdo abordadas no item seguinte.

2.5 Aplicacao de revestimentos ou biofilmes em pos-colheita

Os recobrimentos e filmes comestiveis sdo elaborados & base de
macromoléculas biologicas (biopolimeros) capazes de formar uma matriz
continua, homogénea e coesa (GUILBERT, 1986; KESTER; FENNEMA, 1986)
compostos por proteinas, polissacarideos, lipideos ou resinas associados ou nao
a outros componentes. Chitarra e Chitarra (2005) também denominam esse tipo
de embalagem especial como embalagem ativa ou embalagem inteligente, ja que
ndo possui funcdo somente de proteger, mas interage com o produto € meio
ambiente, conservando melhor suas qualidades e fungdes, aumentando a vida
util com seguranca de utilizacdo.

Segundo Gontard e Guilbert (1994), a matéria - prima a ser utilizada na
formagdo desses filmes deve possuir propriedades organolépticas neutras para
ndo afetar o produto final, bem como limitar as transferéncias, ou trocas, entre os
alimentos € 0 meio ambiente.

A utilizacdo de biofilmes estd em relativo crescimento, em razdo da
preocupacdo relacionada ao meio ambiente, visto que causam menor impacto,
tanto na sua producdo quanto na sua degradacdo, além de apresentar nula ou
baixa toxidez, adicionam sobrevida de prateleira ao produto, por meio de um
possivel controle das trocas gasosas e vapor d’agua, que resulta em reducdo da

perda de compostos volateis responsaveis pelo “flavor” e também perda de
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massa (CAMPOS; GERSCHENSON; FLORES, 2011). A formulagdo dessas
biopeliculas baseia-se na solubilizacdo do agente primario em um solvente,
podendo ou nao conter aditivos (SANTOS; BATISTA; GRAVINA, 2011).

De acordo com Azeredo (2003), a utilizacdo de peliculas comestiveis
tem sido bastante explorada para revestimento de frutas e hortalicas frescas,
visando a minimizar a perda de umidade e reduzir as taxas de respiracdo, além
de conferir aparéncia brilhante e atraente.

Ribeiro et al. (2009) utilizaram diferentes revestimentos a base de
dextrina em diferentes concentra¢des, combinada ou ndo ao 6leo de girassol em
mangas ‘Tommy Atkins’ e observaram que o uso de revestimentos reduziu a
perda de massa das frutas, porém na concentracdo de 2% de dextrina, contendo
oleo de girassol, houve atraso na maturagido, observando-se limitagdo da perda
de firmeza e¢ da degradagdo de acidos organicos, alteragdo de substincias
pécticas e preservagao da aparéncia.

O uso de revestimento a base de quitosana também esta sob foco da
pesquisa. Zhu et al. (2008) utilizaram concentragdes de 0,5, 1,0 e 2,0% de
quitosana e demonstraram que a cobertura de frutos ‘Tainong’ a 2,0% foi a mais
eficiente, ndo comprometendo o desenvolvimento dos frutos nos quesitos de
qualidade da polpa e aspecto superficial. Também foi demonstrada redugdo na
ocorréncia de C. gloeosporioides, com redugado de incidéncia e diametro da lesdo
quando comparado as demais concentragdes da solugdo de quitosana apos
inoculacdo. Abd-AllA e Haggag (2010) verificaram efeito positivo no
revestimento de frutos, utilizando solugcdo de quitosana e obtiveram redugdo
significativa de crescimento e inibigdo de germinacdo de esporos a partir da
concentragio 0,6 gL' e na concentragio 0,8 gL”' houve inibicdo total de
crescimento micelial e germinacao de esporos.

Outros diversos tipos de revestimento sdo estudados, como: azeite, cera

de abelha, amido e benzoato de sédio e, segundo parametros analisados por Bibi
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e Baloch (2012) a cera de abelha apresenta grande potencial no quesito de
qualidade e tempo de prateleira das cultivares de manga Langra ¢ Samar Bahisht
Chaunsa sob diferentes temperaturas de armazenamento.

A ANVISA (AGENCIA NACIONAL DE VIGILANCIA SANITARIA,
2015) denomina fécula de mandioca como produto amilaceo extraido das raizes,
sem passar por processo de fermentagdo. No processo de formacao da pelicula, ¢
realizada a hidratacdo da fécula de mandioca sob temperatura e, em seguida,
ocorre a gelatinizacdo das moléculas de amilose que, em razdo da sua
linearidade, tendem a se orientar paralelamente e o amido gelatinizado ¢ capaz
de formar filmes estiveis e flexiveis. Essa formulacdo ¢ aplicada para a
formagdo de uma fina camada envoltoria, que ¢ seguida por um tratamento de
secagem (CHITARRA; CHITARRA, 2005).

Na tentativa de promover a conservagdao poés-colheita, desde décadas
passadas, diversos estudos tém sido conduzidos nesse ambito, principalmente
em frutiferas, como, por exemplo, Campos, Kwiatkowski ¢ Clemente (2011)
verificaram que a utilizacdo de fécula de mandioca 2% associada ou ndo a
quitosana em morangos organicos reduziu a perda de massa nos frutos, reduziu a
quantidade de leveduras e de micro-organismos psicrotrofilos e melhorou a
aparéncia na analise sensorial. Pereira et al. (2006),trabalhando com
revestimentos comestiveis a base de fécula de mandioca em mamao ‘Formosa’,
concluiram que a pelicula a 1% e 3% prolongaram a vida util pds-colheita de
frutos de mamao por quatro dias, sem afetar a qualidade dos mesmos e esses
tratamentos retardaram o amadurecimento dos frutos, cujas alteracdes de cor da
casca, firmeza da polpa, SS e AT foram, significativamente, mais lentas que os
frutos ndo tratados. Em outro estudo conduzido por Santos, Batista e Gravina
(2011) em mangas ‘Tommy Atkins’, os autores concluiram que o uso de
biofilmes de fécula de mandioca a 2% e amido de milho a 4% reduziram a perda

de massa, mantiveram a firmeza e melhoraram o aspecto visual, permitindo um
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maior tempo de armazenamento sem perda da qualidade dos frutos. Scanavaca
Junior, Fonseca e Pereira (2007) avaliaram a vida util pds- colheita de mangas
‘Surpresa’ apos tratamento de 4 diferentes concentracdes de fécula de mandioca
e constataram que o tratamento com 3% reduziu a perda de agua, melhorou o
aspecto visual dos frutos e prolongou o tempo de prateleira para 12 dias, contra
7 dias da testemunha. A pelicula a base de fécula de mandioca ¢ verificada,
portanto, como excelente op¢ao na protecao de frutos.

Os biorevestimentos associados a 0leos essenciais também sao alvo de
pesquisa. Magbool et al. (2011) verificaram eficicia no revestimento de goma
arabica associada ou ndo a diferentes concentragdes de 6leo essencial de capim-
limdo e canela in vitro, e in vivo em banana na inibi¢do de C.musae ¢ em mamao
na inibi¢do de C. gloeosporioides. Cruz et al. (2012) avaliaram o efeito do 6leo
de Lippia sidoides ¢ de Piper aduncum, cera de carnaiba e dextrina para o
controle da podriddo peduncular (Lasiodiplodia theobromae) em manga cv.
Kent, obtendo resultados promissores com ambos os 6leos utilizados. Bosquez-
Molina et al. (2010) avaliaram o efeito antimicrobiano de 6leo essencial de
tomilho ¢ limdo incorporados em goma de algaroba 10% contra C.
gloeosporioides e R. stolonifer em mamao e concluiram que esses revestimentos
levaram a uma reducdo da deterioragdo induzida por micro-organismos de 50 e
40%, respectivamente, comparado com a infec¢do de 100% observada com o
ndo tratado. Oriani et al. (2014) verificaram que o 6leo essencial de canela a
0,05% associado a pelicula de fécula de mandioca 2 ou 3% em maca fatiada
apresentam alta atividade antimicrobiana e antioxidante. Roswalka (2010)
verificou efeito positivo em frutos de goiaba, utilizando pelicula a base de fécula
de mandioca 2% associada ou ndo a 6leos essenciais de canela, cravo-da-india,
palmarosa, capim - limdo e tomilho em relacdo ao desenvolvimento de C.

gloeosporioides latente ou inoculado, proporcionando aumento na vida pos-
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colheita dos frutos. Os mesmos resultados foram obtidos por Oliveira (2013) em

frutos de mamao, porém com pelicula a 3%.

2.6 Aplicacao da Microscopia no estudo de fitodoencas

A microscopia, de forma geral, tem contribuicdo extensa em muitas
pesquisas, principalmente no quesito a elucidar a interagcdo patdégeno-hospedeiro,
podendo auxiliar na compreensdo dos métodos de controle empregados.

Para se visualizar processos de infeccdo e interagdo, os microscopios de
luz (ML), eletrénico de transmissdo (MET) e eletronico de varredura (MEV) tém
proporcionado inestimaveis contribui¢des (ALVES; LEITE; KITAJIMA, 2008).
Esses equipamentos sdo importantes ferramentas para o entendimento dos
processos relacionados ao desenvolvimento das doengas em plantas, ou seja, da
adesdo, germinacdo, penetragdo, colonizagdo e reprodugdo dos patogenos, bem
como das reac¢des das plantas a esses agentes (PERINA, 2011). Sao verificados
inimeros trabalhos na literatura, em diversos patossistemas.

Pereira et al. (2005) verificaram a colonizagdo de Colletotrichum spp.
em frutos de café em diferentes estddios de maturacdo e, como resultado,
observaram intensa coloniza¢do no tecido proximo a epiderme, colapso dos
estomatos com aspecto lignificado e crescimento de hifas e conidios,
respectivamente externa e internamente ao tecido lesionado. Pereira et al. (2009)
estudaram os eventos de pré-penetracdo e penetragdo de C. gloeosporioides em
hipocotilos de cafeeiros e a colonizagdo natural de ramos e frutos provenientes
de plantas com sintoma de mancha manteigosa, por meio da microscopia
eletronica de varredura (MEV).

Estudos histopatologicos foram feitos por Lins, Abreu e Alves (2007),

em que processos de infecgdo, colonizagdo e reproducdo de diferentes isolados
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de Colletotrichum spp. em plantulas de cafeeiro foram acompanhadas pela
microscopia eletronica de varredura.

A capacidade que os agentes biocontroladores tém de colonizar
superficies feridas muito mais rapido que o patoégeno, e a producdo de uma
matriz floculante, afetando a integridade das hifas do patdégeno foram
investigados por Capdeville et al. (2007), por meio de microscopio eletronico de
varredura, utilizando a levedura Cryptococcus magnus como antagonista do
Colletotrichum gloeosporioides em mamao.

Com relagdo a microscopia de fluorescéncia, difere da microscopia de
luz pelo fato de utilizar luz emitida pelo objeto a ser visualizado (FOSTER,
1997). Para a observacao de fluorescéncia em espécimes, varias técnicas podem
ser empregadas, tais como o uso de fluordéforos ou fluorocromos, que consistem
em moléculas que apresentam fluorescéncia; o uso de sondas fluorescentes, que
consiste numa terminologia que se refere a um fluoréforo quando ligado a outra
molécula; bem como o uso de materiais autofluorescentes. (PADDOCK, 1999).

O uso de corantes fluorescentes, também chamados de fluoréforos ou
fluorocromos, constitui em Otima ferramenta para a aplicacdo em pesquisas e
estudos dentro do contexto da interacdo planta — patdgeno (LUCAS et al., 2011).
Esses fluoroforos podem se ligar especificamente a compostos celulares como
membranas, organelas, ¢ acidos nucléicos e possuem uma vantagem de serem
compativeis com os tipos de microscopia que utilizam o principio da
fluorescéncia. Kangatharalingam e Ferguson (1984) propuseram técnica de
coloracdo de nticleo de fungos com o corante Hoeschst 33258 em baixa
concentragdo e pH constante, que se mostrou eficaz para sinalizar fungos vivos
por se ligar ao DNA e, posteriormente, Hua’na, Sivasithamparam e O'brien
(1991) aprimoraram a técnica, que ¢ valida para fungos fitopatogénicos. A
Rodamina 123, ou Rhodamine, é um corante fluorescente facilmente

sequestrado por mitocondrias ativas de hifas dentro de poucos minutos
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(JOHNSON; WALSH; CHEN, 1980), bem como outras organeclas ricas em
proteinas. Desse modo, Swift et al. (2001) utilizaram essa técnica para Botrytis
cinerea e relataram que a fluorescéncia por Rhodamine 123 pode ser extinta pelo
colapso do gradiente eletroquimico de membranas mitocondriais, apds
tratamento com o fungicida azoxistrobina que limita a respiracdo celular. O
calcofluor White também ¢ um florocromo utilizado nas técnicas de microscopia
de fluorescéncia, liga-se a quitina da parede celular e ¢ muito eficaz para
evidenciar hifas mesmo em baixa concentracao, cerca de 1,5 umol (HICKEY et
al., 2005). Roca et al. (2003) utilizaram calcofluor e rhodamine para descrever
ciclo de vida citologico de diferentes estirpes de Colletotrichum lindemuthianum
e também anastomose. De acordo com Oparka e Read (1994), o iodeto de
propideo ¢ também muito util para testar a viabilidade celular de fungos e ¢
apenas absorvido por células mortas ou tiveram a sua membrana plasmatica
danificada, que assumem fluorescéncia vermelha no comprimento de onda
adequado (HICKEY et al., 2005). Soares (2007) utilizou azul de anilina como
sonda que possibilitou o estudo detalhado do processo infeccioso de
Colletotrichum lindemuthianum por microscopia de fluorescéncia.

Em relagdo a ultraestrutura com MEV e fluorescéncia, ndo foi
encontrado nenhum estudo especifico com relagdo ao patossistema manga-
Colletotrichum e seu possivel controle alternativo, o que refor¢a a necessidade
de aprimoramento de estudos visando a compreender a interagdo planta-

patogeno e eficiéncia dos métodos de biocontrole.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Local

Os experimentos, preparo das amostras, as observacdes e o registro das
imagens em microscopia eletronica foram realizados no laboratorio de
Microscopia Eletronica e Analise Ultraestrutural (LME) do Departamento de
Fitopatologia (DFP) da Universidade Federal de Lavras, Lavras-MG

3.2 Obtencao do isolado, identificacdo morfolégica de Colletotrichum sp. e

incorporacio a colecio micologica

O isolado de Colletotrichum sp. foi obtido a partir de lesdes em frutos
maduros de manga, adquiridos em supermercado local em Lavras — MG.

Pequenos pedagos de tecidos epidérmicos e subepidérmicos de frutos
lesionados foram desinfestados com alcool, hipoclorito de sodio a 2% e lavados
com agua esterilizada por 3 vezes. Em seguida, foram transferidos para placas de
Petri, contendo meio BDA (Batata-Dextrose-Agar), mantidos em BOD a 25 °C e
fotoperiodo de 12 horas. Apés o crescimento do fungo, foi efetuada a cultura
monosporica.

A obtencdo da cultura monospérica foi realizada, a partir do
reisolamento do fungo. Foi feita uma suspensdo de conidios e retirada de uma
aliquota de 100uL. com uma pipeta automatica e depositada em placa de Petri de
9 cm com meio agar-dgua, contendo 5 ‘glass beads’ (bolinhas de vidro) em
condi¢des assépticas. Sem movimento brusco, a placa foi agitada para que as
‘glass beads’ pudessem espalhar a suspensdo de forma homogénea no meio.
Apobs o descarte das ‘glass beads’, a placa com a suspensdao do fungo foi

acondicionada em incubadora com fotoperiodo de 12 horas a 25 °C até a
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germinagdo dos esporos. Depois de 24 horas de incubacio, foi feita transferéncia
de apenas um esporo germinado da placa com meio agar-agua para uma placa
com meio BDA com uma agulha histolégica em um microscopio de luz.

Por meio de preparagdes em laminas e observagdes ao microscopio de
luz, o fungo Colletotrichum sp. foi identificado, baseando-se em suas
caracteristicas morfologicas.

Ap6s a identificacdo, o isolado foi incorporado a Colegao Micoldgica do
Departamento de Fitopatologia da UFLA, e recebeu o codigo CML3247.

Foi iniciada também a identificagdo molecular visando a identificar
espécie a nivel filogenético. A cultura monosporica do isolado foi denominada
ETAO1 e cultivada em Extrato de Malte 2% liquido por trés dias. Para a extracao
do DNA, o micélio foi filtrado em gaze, lavado com agua destilada estéril e
submetido a extragdo do DNA genomico, utilizando o kit Wizard Genomic DNA
Purification Kit® (Promega, Madison, EUA), de acordo com o protocolo do
fabricante. A concentracdo do DNA foi mensurada utilizando o NanoDrop 2000
(Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, EUA) e padronizada para 5 ng/uL
quando o resultado da quantificagao foi acima desse valor. A reacdo de PCR foi
realizada utilizando-se o kit Promega GoTaq® Colorless Master Mix no
termociclador My CyclerTM (Bio-Rad, Hercules, EUA) e o mesmo conjunto de
primer foi utilizado para a reacdo de sequenciamento.

O par de primer utilizado na amplificacdo por PCR da regido génica

GAPDH foi GDF e GDR, descrito na Tabela 1.
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Tabela 1 Descri¢do do primer utilizado

Gene Primer  Direcao Sequéncia (5°-3°)
GDF Foward GCC GTC AAC GAC CCCTTC ATT GA
GDR Reverse GGG TGG AGT CGT ACT TGA GCA TGT
Fonte: (TEMPLETON et al., 1992).

GAPDH

As condicdes de PCR para o gene GAPDH foram: desnaturacgio inicial a
94 °C, durante 4 minutos, seguido por 34 ciclos a 94 °C durante 45 segundos
(desnaturacdo), 60 °C durante 45 segundos (anelamento), 72 °C durante 1
minuto (extensdo inicial) e uma extensdo final a 72 °C durante 10 minutos
(PRIHASTUTI et al., 2009).

O produto de amplificagdo de PCR foi separado por meio da eletroforese
em gel de agarose a 1,5% e fotografado sob luz ultravioleta (UV). O produto de
PCR amplificado foi purificado com o kit Wizard® SV gel e PCR Clean-Up
System (Promega), seguindo as instrugdes do fabricante. A amostra de DNA
amplificada para a regidio GAPDH, foi enviada para a Macrogen Corporation
nos Estados Unidos da América (EUA) para o sequenciamento.

Depois de obter as sequéncias, estas foram editadas em SeqAssem e
construida uma arvore filogenética utilizando o método Neighbor-Joining no
software MEGA 3.1 juntamente 29 sequéncias de referéncia depositadas no

GenBank para comparagdo, sendo uma delas o outgroup.

3.3 Patogenicidade do isolado Colletotrichum sp.

Para verificar a patogenicidade do isolado, 3 mangas ‘Tommy Atkins’
previamente lavadas em dgua corrente e desinfestadas com hipoclorito de sodio
a 2%, foram inoculadas com uma suspensio de 2 x 10’ conidios.mL™" em 4reas

demarcadas com cinco ferimentos feitos com agulha de metal.
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Em seguida, foram mantidos em camara umida por 48 horas a 25+2 °C e
logo retirados da camara umida, permanecendo em bancada por uma semana e

confirmada a patogenicidade do isolado.

3.4 Obtencao e selecao dos dleos essenciais

Os oleos foram adquiridos diretamente com a empresa Laszlo
Aromaterapia LTDA, situada em Belo Horizonte-MG.

Os oleos essenciais foram selecionados mediante potencial de inibigao
ao patogeno, observado em experimentos in vitro e in vivoem frutos de
goiabeira descritos por Roswalka (2010) e em mamdes por Oliveira (2013)

(Tabela 2).

Tabela2 Oleos essenciais selecionados para o trabalho

Nome cientifico Nome comum
Cymbopogon martinii Palmarosa
Sizirgum aromaticum Cravo-da-India (folhas)

Thymus vulgaris Tomilho branco
Cymbopogon citratus Capim-limdo

Cinnamomum casia Canela (casca)

Todos os dleos foram mantidos em vidro ambar, protegidos da luz e sob refrigeracéo.

3.5 Obtencao do meio de cultura, do fungicida e da fécula de mandioca

O fungicida Tecto® SC, que tem como ingrediente ativo thiabenzol
recomendado para a cultura, foi adquirido em comércio local.
O meio de cultura utilizado para o experimento de germinagdo agar-agua

da empresa Vetec foi previamente preparado ¢ esterilizado.
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O meio de cultura utilizado BDA comercial (batata-dextrose-agar) da
empresa Himedia, foi previamente preparado e esterilizado.
A fécula de mandioca pertencente ao tipo 1, da empresa Amafil, foi

adquirida em comércio local.

3.6 Experimento in vitro de germinacio de conidios

Experimento executado para verificar o efeito dos Oleos essenciais

combinados ou ndo a pelicula de fécula de mandioca na germinagdo de conidios.

3.6.1 Preparo dos tratamentos

Os 6leos correspondentes na concentragdo de 1000 pL.L™ (0,1%) foram
diluidos em solugdo de leite em po na concentragdo de 10g.L”". Essas solugdes
foram preparadas em tubos tipo Falcon de 50 mL, estéreis em camara de fluxo
laminar.

Em placas estéreis de 9 cm, 9 mL do meio agar-dgua foi vertido ¢ no
estado fundente ImL da solucdo de 6leo essencial em leite em po foi adicionado.

No tratamento controle negativo foi adicionado da mesma maneira no
agar-agua o fungicida Tecto® SC, na concentragdo recomendada pelo fabricante
de 4 mL.L™" para a utilizagdo em pés-colheita de frutos de manga. O meio 4gar-
agua foi utilizado como controle positivo.

Um tratamento com solucdo de leite em po foi utilizado para verificar se
ha interferéncia na germinagdo. Para isso, foi entdo adicionada soluggo de leite
em p6 na concentragdo de 10 g L' em 9 mL do meio fundente agar-agua.

Nesses tratamentos sem pelicula, a suspensdo de conidios foi adicionada
logo apos solidificacdo do meio de cultura com respectivos tratamentos em

camara de fluxo laminar.
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Nos tratamentos contendo pelicula a base de fécula de mandioca, as
suspensoes de fécula a 2,0 e 3,0% (peso/volume) foram previamente preparadas,
aquecidas até 90 °C, agitadas periodicamente, de 10 em 10 segundos, até a
obtencdo de géis sem granulos e, em seguida, autoclavadas em tubos Falcon na
quantidade designada a cada tratamento.

Os 6leos correspondentes na concentragdo de 1000 pL.L™ (0,1%) foram
adicionados ou nao na solucdo de fécula de mandioca quando esta atingiu
temperatura ambiente.

A camada de agar-agua ja inoculada com a suspensdo de conidios foi
recoberta com 1 mL da solugdo de 6leo essencial e fécula de mandioca (2% ou
3%) com seu respectivo tratamento e uniformizada com al¢a de Drigalsky. A
formagdo de pelicula ocorreu com o resfriamento das placas abertas em camara

de fluxo laminar.

3.6.2 Preparo do indculo, repicagem e incubacio

Foi feita suspensdo de conidios, adicionando-se 10 mL de agua destilada
esterilizada em placa com esporulagio visivel do fungo crescido em BDA por 8
dias, seguido de raspagem das colonias com alga de Drigalski. Em seguida, a
solugdo foi filtrada em gaze estéril, visando a separar micélio e conidios, e
ajustada concentragdo de 2x10° conidios.mL™ aferida em cAmara de Neubauer.

100 uL da suspensdo foram depositados sobre os meios de cultura. Com
auxilio de al¢a de Drigalski, a suspensao foi uniformizada por cima dos meios de
cultura. Nos tratamentos sem pelicula, a suspensdo de conidios foi adicionada
logo que o meio estava solidificado e tratado. Vale ressaltar que, no caso do uso
de pelicula, a suspensdo de conidios foi adicionada no agar-agua solidificado e,
logo em seguida, adicionadas as peliculas com ou sem os 6leos em temperatura

ambiente para que ndo danificasse os conidios por meio do calor.
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Posteriormente, as placas foram vedadas com filme plastico e incubadas
em BOD a 25+2 °C, sob fotoperiodo de 12 horas.

Foram feitas trés repeti¢des de cada tratamento, sendo cada placa de
Petri uma repeticdo. Estas foram distribuidas ao acaso nas prateleiras da BOD

em delineamento inteiramente casualisado.

3.6.3 Tratamentos

Foram designados 20 tratamentos ao total:

a) TI1: Oleo essencial de Canela

b) T2: Oleo essencial de Cravo

¢) T3: Oleo essencial de Tomilho

d) T4: Oleo essencial de Capim Limao

e) T5: Oleo essencial de Palmarosa

f) Té6: Fungicida Tecto (Controle negativo)

g) T7: Solugdo de Leite em Po

h) T8: Agar-agua puro (Controle positivo)

1) T9: Pelicula a base de fécula de mandioca 2%

j)  T10: Pelicula a base de fécula de mandioca 3%

k) T11: Pelicula a base de fécula de mandioca 2% associada ao 6leo
essencial de Canela 0,1%

1) T12: Pelicula a base de fécula de mandioca 2% associada ao 6leo
essencial de Cravo 0,1%

m) T13: Pelicula a base de fécula de mandioca 2% associada ao o6leo
essencial de Tomilho 0,1%

n) T14: Pelicula a base de fécula de mandioca 2% associada ao o6leo

essencial de Capim Limao 0,1%
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0) T15: Pelicula a base de fécula de mandioca 2% associada ao o6leo
essencial de Palmarosa 0,1%

p) T16: Pelicula a base de fécula de mandioca 3% associada ao oOleo
essencial de Canela 0,1%

q) TI17: Pelicula a base de fécula de mandioca 3% associada ao oOleo
essencial de Cravo 0,1%

r) TI18: Pelicula a base de fécula de mandioca 3% associada ao oOleo
essencial de Tomilho 0,1%

s) T19: Pelicula a base de fécula de mandioca 3% associada ao 6leo
essencial de Capim Limao 0,1%

t) 20: Pelicula a base de fécula de mandioca 3% associada ao o6leo

essencial de Palmarosa 0,1%.

3.6.4 Avaliacao

Passadas 12 horas, periodo necessario para a germinagdo dos conidios,
pré-determinado em testes anteriores, as placas foram retiradas da BOD, para
avaliar-lhes a germinacéo.

Foram considerados conidios germinados aqueles que apresentaram tubo
germinativo maior que dois tercos do tamanho do conidio, e, contados em
microscopio de luz em um mesmo campo visual 50 conidios germinados ¢ ndo
germinados em cada repetigdo, totalizando 150 conidios por tratamento.

Para ilustragdo dos resultados, foram feitas imagens diretamente do meio
de cultura em microscépio invertido Axio Observer Z1 Zeiss.

Os dados foram analisados quanto as pressuposi¢des da analise de
variancia. Em casos de conformidade com as pressuposi¢des, os dados foram
submetidos a analise de variancia, utilizando-se o software "R", e a significancia

das interagdes verificadas pelo teste F no nivel de 5% de probabilidade (p=0,05).
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Quando significativo, os tratamentos foram comparados pelo teste de Scott-

Knott (p=0,05).

3.7 Experimento in vitro de crescimento micelial

Experimento executado para verificar o efeito dos Oleos essenciais

combinados ou ndo a pelicula de fécula de mandioca no crescimento micelial.

3.7.1 Preparo dos tratamentos

O preparo foi realizado conforme item 3.6.1, porém sem adicdo da

suspensdo de conidios.

3.7.2 Preparo do indculo, repicagem e incubacio

Ap6s preparo das placas com seus respectivos tratamentos, cada uma foi
inoculada com um disco de micélio de Smm retirados de uma mesma colonia
crescida por 8 dias em BOD a 25+2 °C, sob fotoperiodo de 12 horas.

Logo, as placas foram vedadas com filme plastico ¢ incubadas em BOD
a 25+2 °C, sob fotoperiodo de 12 horas.

Foram feitas trés repetigoes de cada tratamento, sendo cada placa de
Petri correspondente a uma repeticdo. Essas foram distribuidas ao acaso nas

prateleiras em delineamento inteiramente casualisado.

3.7.3 Tratamentos

Foram designados 20 tratamentos no total, igual ao item 3.6.3, somente

o controle positivo (T8) foi alterado para BDA.
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3.7.4 Avaliacao

As placas foram retiradas da BOD, diariamente, no mesmo horario, para
avaliar o crescimento micelial por meio de medigdo com paquimetro digital, nos
dois eixos de diametro de cada coldnia, até que atingissem as bordas nas placas
de Petri em qualquer tratamento. O indice de velocidade de crescimento micelial
(IVCM) foi calculado pela formula de Maguire (1962), adaptada por Oliveira
(1991) em que:

IVCM =S (D-Da) /N

IVCM: indice de velocidade de crescimento micelial, D: diametro médio
atual, Da: didmetro médio do dia anterior, S: somatorio € N: numero de dias

apos inoculagdo.

Os dados foram analisados quanto as pressuposi¢des da analise de
variancia. Em casos de conformidade com as pressuposicdes, os dados foram
submetidos a analise de varidncia utilizando-se o software "R", e a significancia
das interagdes verificadas pelo teste F no nivel de 5% de probabilidade (p=0,05).
Quando significativo, os tratamentos foram comparados pelo teste de Scott-

Knott (p=0,05).
3.8 Experimento in vivo
Experimento executado com frutos de manga para verificar o efeito dos

oleos essenciais combinados ou ndo a pelicula de fécula de mandioca, baseado

na metodologia de Roswalka (2010) e de Oliveira (2013).
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3.8.1 Obtencio e preparo dos frutos

Os frutos foram adquiridos em supermercado local em Lavras-MG. A
cultivar escolhida foi a “Tommy Atkins’ de fécil acesso no comércio da regido.

Em seguida, os frutos sem sintomas de doencgas e sem qualquer dano
mecanico foram selecionados e submetidos a lavagem em 4gua corrente com
detergente, desinfestagdo em hipoclorito de sédio (NaClO) a 2% durante 3

minutos, lavagem em agua destilada e secagem em papel toalha.

3.8.2 Preparo do indculo, inoculacio dos frutos e incubacao

Foi feita suspensdo de conidios adicionando-se 4gua destilada
autoclavada em placa com esporulacao visivel do fungo crescido em BDA por 8
dias. Em seguida, filtrada em gaze estéril e ajustada concentragio de 2x10°
conidios. mL™ aferida em cAmara de Neubauer.

As mangas em estadio 3 de nmaturagio segundo EMEX
(EMPACADORAS DE MANGO DE EXPORTACION, 1998), ja desinfestadas
superficialmente, foram inoculadas fazendo-se cinco furos com agulha
histologica de Imm de didmetro e 4mm de profundidade em 4 regides distintas
de cada fruto, em sua parte mediana.

Por meio de uma pipeta automatica, foram depositadas 15ul. da
suspensio de indculo na concentragio de 2,0 x 10° conidios.mL” de
Colletotrichum sp. em uma das quatro regides de cada fruto.

Apos o processo, os frutos foram colocados em suportes e incubados em
camara umida vedada por 48 horas.

Ap0s incubagdo, as mangas foram retiradas das camaras umidas e

acondicionadas sobre papel filtro em bancada, onde permaneceram em
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temperatura ambiente (25 + 2 °C) durante 12 horas, aproximadamente, para

Secagem.

3.8.3 Preparo dos géis para revestimento, incorporacio dos 6leos e demais

tratamentos

Suspensdes de fécula de mandioca a 2% e 3% (peso/volume) em agua
destilada acondicionadas em béqueres foram aquecidas em forno de micro-ondas
a 90 °C, agitadas, periodicamente, de 10 em 10 segundos, para a obtengdo de
géis sem granulos.

Os dleos selecionados foram incorporados ao gel, individualmente, com
e pipeta automatica apés resfriamento do mesmo, a temperatura ambiente (~25
°C) na concentragdo de 0,1% (1000 uL.L™").

Nos demais tratamentos sem a pelicula de fécula de mandioca, foi
adicionado 0,ImL de 6leo essencial em cada litro de solugdo de leite em po
comercial na concentragdo de 10g.L"'. Os oleos foram utilizados na mesma
concentragdo de 1000 uL.L™".

No tratamento correspondente ao leite em po, foi utilizada a mesma
concentragdo da solugdo de 10g.L™', para verificar se ha alguma interferéncia
desse agente dispersante no controle da doenca. Como controle positivo, foi
utilizada agua destilada.

No tratamento correspondente ao fungicida, a calda foi preparada
conforme recomendagdo do fabricante de 4 mL.L" de Tecto® SC em &gua

destilada, concentragao utilizada em pos- colheita de frutos de manga.
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3.8.4 Revestimento dos frutos

Para o revestimento dos frutos, foi utilizada a técnica de imersio, sendo
estabelecido como procedimento a imersdo durante 1 minuto no respectivo
tratamento, a retirada do excesso (escorrimento) e a secagem por 15 minutos,
repetidas 3 vezes.

Nos demais tratamentos sem pelicula foi feita imersdo na solucao
correspondente.

Os frutos tratados permaneceram em suportes identificados com seus
respectivos tratamentos em bancada do laboratério sob condi¢des ambientes,

visando a simular as condi¢des de comercializag¢ao, no periodo de 8 dias.

3.8.5 Tratamentos

a) TI: Frutos tratados somente com fungicida (controle negativo);

b) T2: Frutos tratados somente com agua destilada (controle positivo);

¢) T3: Frutos tratados somente com solugdo de leite em p6 10 g.L™';

d) T4: Frutos revestidos com pelicula a base de fécula de mandioca
(2,0%);

e) T5: Frutos revestidos com pelicula a base de fécula de mandioca
(3,0%);

f) T6: Frutos revestidos com pelicula a base de fécula de mandioca
(2,0%), com incorporagdo de canela a 1000 uL.L"

g) T7: Frutos revestidos com pelicula a base de fécula de mandioca
(2,0%), com incorporagao de cravo-da-india a 1000 pL.L"

h) T8: Frutos revestidos com pelicula a base de fécula de mandioca

(2,0%), com incorporagdo de tomilho a 1000 pL.L"
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k)

)

p)

Q)

t)

T9: Frutos revestidos com pelicula a base de fécula de
(2,0%), com incorporagdo de capim-limdo a 1000 pL.L"
T10: Frutos revestidos com pelicula a base de fécula de
(2,0%), com incorporagio de palmarosa a 1000 pL.L™
T11: Frutos revestidos com pelicula a base de fécula de
(3,0%), com incorporagio de canela a 1000 pL.L"

T12: Frutos revestidos com pelicula a base de fécula de
(3,0%), com incorporagio de cravo-da-india a 1000 pL.L™"
T13: Frutos revestidos com pelicula a base de fécula de
(3,0%), com incorporagio de tomilho a 1000 pL.L"

T14: Frutos revestidos com pelicula a base de fécula de
(3,0%), com incorporagdo de capim-limio a 1000 puL.L"
T15: Frutos revestidos com pelicula a base de fécula de

(3,0%), com incorporagdo de palmarosa a 1000 puL.L™
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mandioca

mandioca

mandioca

mandioca

mandioca

mandioca

mandioca

T16: Frutos sem revestimento, somente Oleo essencial de canela

1000 pL. L

T17: Frutos sem revestimento, somente 0leo essencial de cravo-da-

india 1000 pL. L™

T18: Frutos sem revestimento, somente 6leo essencial de tomilho

1000 pL. L

T19: Frutos sem revestimento, somente Oleo essencial de capim-

limdo 1000 pL. L™

T20: Frutos sem revestimento, somente 6leo essencial de palmarosa

1000 pL. L™
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3.8.6 Avaliacio

Foram utilizados dois métodos de avaliagdo. No primeiro, as lesoes
provenientes da inoculacdo foram mensuradas diariamente com auxilio de
paquimetro digital no sentido de comprimento e largura, inclusive antes do
tratamento dos frutos, visto que j& apresentavam lesdes de tamanho significativo,
em decorréncia do periodo de incubagao.

Também foi utilizada para avaliacdo de severidade, escala diagramatica
proposta por Corkidi et al. (2006), e atribuidas, diariamente, notas de um a seis
em cada uma das quatro faces inoculadas de cada repeticdo. Posteriormente, as
notas foram convertidas em porcentagem de 4rea lesionada.

Os dados das duas metodologias de avaliacdo foram convertidos em
AACPD, conforme proposto por Shaner e¢ Finney (1977). Em seguida, foram
analisados quanto as pressuposi¢des da analise de variancia. Em casos de
conformidade com as pressuposi¢des, os dados foram submetidos a analise de
variancia utilizando-se o software "R" (R Development Core Team, 2010), ¢ a
significdncia das interacGes verificadas pelo teste F no nivel de 5% de
probabilidade (p=0,05). Quando significativo, os tratamentos foram comparados
pelo teste de Scott-Knott (p=0,05).

Foi obtida também a estimativa de correlagdo de Pearson para avaliar o

grau de correlagdo entre os dois métodos de avaliacdo utilizados.

3.9 Delineamento Experimental

O experimento in vivo foi realizado utilizando delineamento
inteiramente casualisado, no qual cada fruto corresponde a um tratamento e, em
cada fruto, serdo feitas 4 lesdes em pontos distintos. Cada fruto corresponde a 1

repeticdo. Logo apds o tratamento, os frutos identificados foram dispostos
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aleatoriamente. Totalizaram-se 20 tratamentos com 3 repetigdes, perfazendo um
total de 60 mangas.

Nos experimentos in vitro, o delineamento utilizado foi inteiramente
casualisado. As placas com seus respectivos tratamentos foram numeradas e
distribuidas ao acaso na BOD. Cada placa constitui uma repeti¢do. Foram
utilizados 20 tratamentos com 3 repetigdes, totalizando 60 placas no

experimento de germinagdo e 60 placas no experimento de crescimento micelial.

3.10 Preparo das amostras provenientes das mangas para microscopia

eletronica de varredura (MEV)

Para a realizacdo da microscopia eletronica de varredura, amostras de
pequenos fragmentos dos frutos foram coletados no ultimo dia de avaliagdo e
fixadas, seguindo a metodologia de Alves (2005).

Apés fixacdo em Karnovsky modificado, as amostras foram submetidas
a glicerol 30% por meia hora, em seguida crifraturadas em nitrogénio liquido.
Por conseguinte, foi realizada pds-fixagdo em tetroxido de dsmio (OsOy) a 2%, a
desidratacdo em série crescente de acetona nas concentra¢des de 25%, 50%,
75%, 90% e 100% e ao processo de secagem em aparelho de ponto critico BAL-
TEC CPD 030. Os espécimes obtidos foram fixados com fita dupla-face de
carbono em suportes metalicos (stubs de aluminio) revestidos com papel
aluminio, submetidos ao processo de metalizagdo (sputtering) em ouro (banho
de ouro), em aparelho BAL-TEC 050 e armazenados em dessecador contendo
silica gel. A observac@o das amostras e o registro das imagens foram realizados

em microscopio eletronico de varredura LEO Evo 40 XVP.
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3.11 Preparo das amostras provenientes das mangas para microscopia de

epifluorescéncia

Fragmentos dos frutos lesionados foram coletados também no ultimo dia
de avaliagdo e fixados em tampao PBS (NaCl 137 mM, Fosfato 10 mM, KCl 2.7
mM, pH de 7.4.) juntamente a 1% de glutaraldeido e 1% de paraformaldeido.
Posteriormente, os materiais foram retirados da solugdo tamponante e tratados
com 100 pL dos seguintes corantes em tubos eppendorf envolvidos com papel

aluminio:

a) Calcoflior 0,1%: Amostras permaneceram overnight neste
fluorocromo em ambiente escuro com temperatura 22 °C;
b) Rhodamina 1p molar: As amostras permaneceram por duas horas

nas mesmas condigdes acima.

Em seguida, os fragmentos foram colocados em laminulas e a
visualizagdo realizada ap6s os respectivos periodos de incubacdo em
microscopio invertido de epifluorescéncia Axio Observer Z.1 Zeiss com camera
acoplada, para obtencdo das micrografias através do software Axio Vision.

Os filtros foram escolhidos de acordo com os fluorocromos utilizados,

visto que cada um emite fluorescéncia em um respectivo comprimento de onda:

a) Blue works (faixa do azul): Filter Set 49 BP G365 FT 395 BP
445/50;

b) Red works (faixa do vermelho): Filter Set Chroma 39004 AT
605/55m EM 779/629
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Caracterizacao molecular do isolado de Colletotrichum

O resultado obtido constatou que o isolado utilizado neste trabalho
ETAO1 (CML3247) pertence ao complexo C. gloeosporioides, ja4 que houve
agrupamento desse isolado no ramo junto aos outros pertencentes a esse
complexo com relacdo a regido GADPH analisada. O isolado ETA 01
(CML3247) agrupou no mesmo ramo de C. asianum, portanto pertencem a
mesma espécie filogenética (Figura 1). Esse resultado também foi encontrado
por outros autores, entre eles Weir, Johnston e Damm (2012), que utilizaram
varios genes na identificagdo filogenética de isolados de diversas culturas de
diversos paises e constataram que os isolados de manga provenientes da
Tailandia, Filipinas e Japao pertencem a espécie C. asianum, ja que agruparam
em um mesmo clado. Neste trabalho,também descrevem-se caracteristicas
morfologicas da espécie, como comprimento e largura dos conidios e
caracteristicas morfoculturais que sdo pertinentes com as caracteristicas
observadas no presente isolado. Lima et al. (2013) foram os primeiros a relatar a
existéncia de C. asianum no Brasil provenientes de frutos de manga, sendo essa
espécie filogenética a segunda com maior frequéncia dentre os isolados
utilizados pelos autores. As descrigdes morfoldgicas verificadas no isolado em
questdo também sdo pertinentes com as caracteristicas descritas pelos autores,
no qual os conidios apresentam forma cilindrica, com comprimento médio de
13,4+2,36 um e largura média de 4,31+0,61 pm. Os autores evidenciam outras
espécies filogenéticas também provenientes de frutos de manga, como C.

fructicola, C. tropicale, C. dianesei e Colletotrichum karstii.
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Figura 1

Legenda:

o1

Arvore filogenética NJ construida pelo software Mega 3.1 a partir de
sequéncias da regido GAPDH do isolado de manga ETAO1
(CML3247) e de diferentes isolados de Colletotrichum spp. com
sequéncias do GenBank, utilizando o método Neighbor-Joining

A sequéncia do isolado C. Malvarum obtida no GenBank foram utilizadas
como outgroup. Uma analise de bootstrap foi feita com 10.000 repetigdes.

4.2 Teste de patogenicidade

O isolado utilizado nos experimentos foi patogénico nos trés frutos

inoculados, obtendo-se 100% de incidéncia de antracnose, ocasionando sintomas

tipicos descritos por Arauz (2000) (Figura 2).
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\ aie oS

Figura 2 Fotografia dos sintomas tipicos de antracnose em manga ocasionados
apos inoculagdo

4.3 Experimento in vitro para verificar o efeito dos d6leos essenciais
combinados ou niao a pelicula de fécula de mandioca na germinacio de

conidios

Os dados atenderam a duas das trés suposi¢des da ANAVA, possuem
normalidade e independéncia dos residuos. O coeficiente de variagdo foi de
5,63%. Houve diferenca significativa entre os tratamentos, conforme o teste de

médias das percentagens de germinacdo de conidios (Tabela 3).
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Tabela 3 Porcentagem média de conidios germinados de Collefotrichum e seus
respectivos tratamentos

TRATAMENTOS MEDIAS (% Conidios germinados)
Capim- Limao+ Pelicula 3% 99,33 a
Leite em po 99,33 a
Capim- Liméao + Pelicula 2% 99 a
Pelicula 3% 98 a
Pelicula 2% 98 a
Palmarosa+ Pelicula 3% 96,67 a
Palmarosa+ Pelicula 2% 95,33 a
Agar-agua (Controle positivo) 94 a
Tomilho 92,67b
Cravo + Pelicula 3% 91,33 b
Palmarosa 91,33 b
Tomilho+ Pelicula 2% 91b
Tomilho+ Pelicula 3% 91b
Cravo + Pelicula 2% 88,67 b
Capim- limao 87,33 b
Cravo 80,67 ¢
Canela+ Pelicula 3% 57,33 d
Canela+ Pelicula 2% 4,67 ¢
Canela 0,67 ¢
Tecto (Controle negativo) Oe

Meédias seguidas pela mesma letra, pertencem a um mesmo grupo, pelo teste Scott-Knot
a 5% de probabilidade.

As menores percentagens de germinacao de conidios foram encontradas
nos tratamentos contendo o 6leo essencial de canela com 0,67% de germinagdo,
o fungicida Tecto SC®, que inibiu completamente a germinagdo e o oleo
essencial de canela combinado a pelicula 2% de fécula de mandioca com 4,67%
de germinacao.

As maiores percentagens de germinacao de conidios foram encontradas
nos tratamentos contendo leite em po, agar-agua, pelicula a base de fécula de

mandioca 2%, pelicula a base de fécula de mandioca 3%, 6leo essencial de
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capim-limdo combinado a pelicula 2%, 6leo essencial de palmarosa combinado
a pelicula 2%, 6leo essencial de capim- limdo combinado a pelicula 3%, o6leo
essencial de palmarosa combinado a pelicula 3% (Tabela 3).

O leite em po6, que foi utilizado visando a solubilizagdo dos Odleos
essenciais, provavelmente estimulou a germinacdo dos conidios, visto que a
porcentagem de germinagdo 99,33% foi ligeiramente maior que do tratamento
controle agar-agua com 94% de germinacdo embora sem diferenca estatistica.
Segundo Perfect et al. (1999) os conidios nos acérvulos sdo protegidos por uma
camada mucilaginosa com fun¢do de proteger contra desseca¢do e aumentar a
eficiéncia da germinagdo. Os leites em po contém lecitina, um emulsificante
natural, de acordo com Zuidam e Nedovic (2009). E frequentemente utilizado
em experimentos com oleos essenciais visando a facilitar sua dispersdo em agua,
e, em decorréncia dessa propriedade emulsificante, pode ter removido a
mucilagem dos conidios, favorecendo a germinagao.

Na figura 3, é possivel observar conidios ndo germinados no tratamento
contendo 6leo essencial de canela (Figura 3-A) e no tratamento contendo o
fungicida Tecto SC (Figura 3-C). Na figura 3-B, é possivel visualizar um
conidio germinado no tratamento contendo o6leo essencial de capim-liméao, assim

como os demais 6leos que ndo obtiveram resultados satisfatorios.



Figura 3 Photomicrografias de conidios de Colletotrichum germinados e ndo
germinados ap6s 12 horas em meio agar-agua com seus respectivos
tratamentos

Legenda: A. Conidio ndo germinado em meio agar-agua contendo oleo essencial de
canela; B. Conidio germinado em meio agar-agua contendo 6leo essencial de
capim-limdo; C. Conidio ndo germinado em meio agar-agua contendo
fungicida Tecto SC. Barras correspondem a 20pm.

O fungicida utilizado pertence ao grupo quimico dos benzimidazdis, tem
como ingrediente ativo o thiabendazol que atua na biossintese da tubulina no
nucleo celular, e quando a tubulina sofre alguma interferéncia o processo de
divisdo celular ndo decorre normalmente, o que pode ter controlado a
germinacdo nas condi¢des avaliadas.

Verifica-se que somente a pelicula a base de fécula de mandioca ndo foi
capaz de impedir a germinacdo de conidios, provavelmente, em razido da sua
composi¢ao, rica em carboidratos, a germinagdo foi estimulada.

Nesse experimento, portanto, foi possivel verificar eficiente controle da
germinagdo pelo oleo essencial de canela, que vem sendo testado em diversos
patossistemas conforme literatura. Esse oOleo possui como constituinte
majoritario o aldeido cindmico ou cinamaldeido, superior a 80%, responsavel
por sua atividade antifiingica relatada por diversos autores. Gupta et al. (2008)
afirmam que esse composto interfere em processos bioldgicos que envolvem a
transferéncia de elétrons e reage com compostos contendo nitrogénio (por

exemplo, proteinas e acido nucléico.) e, assim, inibe o crescimento de micro-
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organismos. Inclusive Lopes et al. (2014) utilizando essa substancia isolada em
filmes de base celulodsica, reportaram controle eficiente dos micro-organismos
Staphylococcus aureus, Listeria monocytogenes, Escherichia coli, Fusarium
oxysporum e Aspergillus flavus, portanto pode-se atribuir a essa substancia o
controle exercido pelo o6leo essencial de canela. Esse oOleo, neste caso de
germinacdo, pode ser considerado um fungicida protetor, visto que estes
possuem fungdo de prevenir a penetragdo dos fungos, por meio do controle da

germinacdo e da emissdo do tubo germinativo.

4.4 Experimento in vitro para verificar o efeito dos dleos essenciais
combinados ou nao a pelicula de fécula de mandioca no crescimento

micelial

Os dados atenderam as trés suposicdes da ANAVA, possuem
normalidade, homogeneidade da variancia e independéncia dos residuos. Houve
diferenca significativa conforme o teste de médias nos indices de velocidade de
crescimento micelial calculados. O coeficiente de variagdo foi calculado em
9,36%.

Os tratamentos que obtiveram melhor controle do crescimento micelial,
ou velocidade de crescimento reduzida, e ndo diferiram estatisticamente entre si
foram o o6leo essencial de cravo associado a pelicula 2% com 5,2 mm.dia™, o
oleo essencial de cravo com 7,17 mm.dia™, o fungicida Tecto SC 7,17 mm.dia™,
0 Oleo essencial de tomilho com 8,02 mm.dia® e o o6leo essencial de cravo

associado a pelicula 3% com 8,21 mm.dia™ conforme tabela 4.
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Tabela4 Médias de Indice de Velocidade de Crescimento Micelial (IVCM) de
Colletotrichum em milimetros por dia, calculado pela formula de
Maguire (1962), adaptada por Oliveira (1991) e seus respectivos

tratamentos
TRATAMENTOS MEDIAS DE IVCM (mm.dia ")
Leite em po 22,65a
Capim- limao + pelicula 3% 21,2a
Palmarosa+ Pelicula 3% 2091 a
Palmarosa+ Pelicula 2% 20,32 a
Capim- limdo+ Pelicula 2% 20,19 a
Pelicula 2% 19,93 a
BDA (Controle positivo) 19,92 a
Capim- Liméo 19,32 a
Pelicula 3% 19,26 a
Canela+ Pelicula 2% 18,72 b
Canela+ Pelicula 3% 18,63 b
Palmarosa 18,24 b
Canela 17,92 b
Tomilho+ Pelicula 3% 17,55b
Tomilho+ Pelicula 2% 14,14 ¢
Cravo+ Pelicula 3% 8,21d
Tomilho 8,02d
Cravo 7,17d
Tecto (Controle negativo) 7,17d
Cravo+ Pelicula 2% 52d

Meédias seguidas pela mesma letra, pertencem a um mesmo grupo, pelo teste Scott-Knot
a 5% de probabilidade.

Na figura 4, € possivel visualizar a diferenga existente no crescimento
micelial entre os tratamentos, no ultimo dia de avaliagdio do experimento,

comprovando os resultados da tabela anterior.



55

OE
Cancla

Cravo

~

\\

. OE 4
Tomilho g / A\
= ,‘,_/"-’ \_
| Pelicula 2%| Pelicula 3%

-__/ \ = = e
Pel.2%+0E C.L. Pel.2%+OE Palm. Pel.3%+OE C.L. Pel.3%+OE Palm.

Figura4 Fotografias das placas de Petri dos respectivos tratamentos no ultimo
dia de avaliacdo do experimento in vitro de crescimento micelial

Legenda: A. Tratamentos contendo somente os cinco Oleos essenciais (OE); B.
Tratamentos contendo BDA, BDA com solugdo de leite em pd, Fungicida
Tecto SC, Pelicula a base de fécula de mandioca 2% e Pelicula a base de
fécula de mandioca 3%; C. Tratamentos contendo Pelicula a base de fécula
de mandioca 2% (Pel.2%) associada ao dleo essencial de canela (Can.),
cravo (Cra.), Tomilho (Tom.), Capim limdo (C.L.) e Palmarosa (Palm.).; D.
Tratamentos contendo Pelicula a base de fécula de mandioca 3% (Pel.3%)
associada ao 6leo essencial de canela (Can.), cravo (Cra.), Tomilho (Tom.),
Capim limdo (C.L.) e Palmarosa (Palm.).Cada placa possui tamanho de 9cm.

Na literatura, ¢ possivel encontrar trabalhos com resultados similares
com relagdo a germinagdo de conidios e 6leos essenciais em concentragdes

variadas e utilizando diferentes metodologias, bem como crescimento micelial.
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Os resultados deste trabalho, corroboram com os resultados obtidos por alguns
autores em outros patossitemas, apresentados a seguir.

Hoyos et al. (2012) wverificaram interacdo significativa entre
concentracdo dos 6leos essenciais e porcentagem de germinacao de conidios em
duas estirpes de P.griseola, sendo que a 0,1%, C. citratus, C. martini, E.
caryophyllata, Cinnamomum sp., T. vulgaris, M. recutita e C. verbendcea
mostraram atividade antifungica contra as 2 estirpes. Na concentragdo 0,02%, a
germinacdo de conidios da estirpe 63 foi totalmente inibida por C. citratus, C.
martini, E. caryophyllata e Cinnamomum sp. No entanto, na estirpe 31, esses 2
ultimos o6leos nao mostraram eficiéncia. Em todas as concentragdes testadas,
alguns 6leos estimularam a germinagdo nas duas estirpes, sendo estes C. nardus
(0,02%), Z. officinale (0,02%), R. officinalis (0,1%) e C. limon (0,1%, 0,02% ¢
0,5%), o que comprova que nem todo 6leo essencial é efetivo na germinagdo de
conidios e inclusive pode estimular, como ocorrido no presente trabalho.

Souza Junior, Sales e Martins (2009), trabalhando com os o6leos
essenciais de alecrim-pimenta (Lippia sidoides Cham.), alfavaca-cravo (Ocimum
gratissimum L.), capim-santo (Cymbopogon citratus Stapf), cidrao (Lippia
citriodora Kunth.), e goiaba vermelha (Psidium guayava var. pomifera L.)
verificaram que em concentragdes acima de 1uL em ImL de meio agar-agua é
capaz de controlar 100% da germinagdo de conidios de C. gloeosporioides
isolado do maracuja. Todos os 6leos, exceto o de goiaba, inibiram o crescimento
micelial em todas as dosagens utilizadas (1, 3, 5 ¢ 10uL.mL ).

Bastos e Albuquerque (2004) verificaram que conidios de
Colletotrichum musae em suspensdo liquida em contato com 6leo essencial de
Piper aduncum sofreram 100% de inibi¢do da germinagdo, nas concentragdes de
100 pg.mL ' e 150 pg.mL '. Com relagdo ao crescimento micelial, o 6leo em

questdo reduziu o crescimento micelial a partir da dose de 50 ug.mL .
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Aquino et al. (2014) constataram que a germinag@o dos conidios de C.
gloeosporioides isolado de maracuja foi reduzida pelo 6leo de C. citratus, na
concentragdo de 1 e 3uL.mL ' e inibindo completamente a germinagdo a partir
da concentragdo de 3uL.mL '. Os outros Oleos utilizados, Lippia sidoides e
Ocimum gratissimum, inibiram a germinacdo a partir da concentragdo de 5
uL.mL '. O dleo essencial de C. citratus proporcionou a maior inibi¢do do
crescimento micelial nas concentragdes de 1 e 3 pL.mL ', diferenciando dos
demais o6leos testados. A partir dessas concentragdes, os 6leos de C. citratus e L.
sidoides, foram iguais quanto a esse parametro. O oOleo de O. gratissimum
apresentou menor efeito na inibi¢do do crescimento micelial, em todas as
concentracoes.

Carnelossi et al. (2009) utilizaram os 6leos essenciais de capim limao,
eucalipto, menta e estragdo visando a controlar o crescimento micelial de C.
gloeosporioides isolado de mamao e concluiram que todos os 6leos testados
inibiram em 100% o crescimento micelial do fungo na aliquota de 50 pL, que foi
a maior utilizada. O 6leo de C. citratus foi o mais eficiente, pois causou inibi¢ao
de 100% a partir da aliquota de 10 uL. Foi também avaliada a esporulagdo nas
placas tratadas (numero de conidios.cm?) e o 6leo essencial de C. citratus foi o
mais eficiente, inibindo 100% a esporulagdo a partir da aliquota de 10 pL. Para
os Oleos de E. citriodora ¢ M. arvensis, a partir da aliquota de 15 e 10uL,
respectivamente, comecou a se observar redugdo na esporulacao.

Roswalka (2010), trabalhando com antracnose da goiaba e da banana,
obteve controle do crescimento micelial, utilizando a fragdo volatil de 6leos
essenciais. O crescimento de C. musae e C. gloeosporioides foi inibido,
principalmente pelos 6leos essenciais de canela, tomilho e cravo dentre outros,
visto que foram utilizadas concentragdes maiores do que no presente
experimento. A autora também realizou testes de germinagao de conidios, porém

com diferente metodologia e concentracdo de conidios mais baixa (3 x 10°), e
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verificou que o o6leo essencial de canela em todas as concentragdes utilizadas
(0,5; 0,1 e 0,02%) inibiram, completamente, a germinagdo de conidios.
Barrera-Necha et al. (2008) notou efeito significativo da acdo de dleos
esséncias sob C. gloeosporioides isolado de mamao. O 6leo essencial de tomilho
inibiu crescimento micelial a partir da dose de 200pug.mL !, sendo que metade
dessa dosagem ndo reduziu o crescimento micelial. O crescimento micelial foi
reduzido nos tratamentos contendo Oleo essencial de cravo e de canela,
verificando-se inibicdo dose dependente, ou seja, com aumento da dose ocorreu
reducdo percentual do crescimento radial. Quanto a& germinacdo, os 6leos de
cravo e de canela reduziram a germinagdo em até 98% com relagdo a
testemunha, nas doses de 50 a 250 pg.mL ! utilizadas. Alguns 6leos utilizados
ndo surtiram efeito na redugdo do crescimento e inibigdo da germinagdo, o que
corrobora com os resultados obtidos neste trabalho, ja que nem todos os 6leos

foram eficientes.

4.5 Experimento in vivo

Os dados atenderam as trés suposicdes da ANAVA, possuem
normalidade, independéncia dos residuos e homogeneidade da variancia. Houve
diferenca significativa entre os tratamentos conforme o teste de médias utilizado,
tanto para a escala diagramatica quanto para as medigoes.

No caso do método de avaliagdo por medigdes com paquimetro, o
coeficiente de variacdo foi 13,87% e os melhores resultados foram observados
nos frutos tratados com pelicula a base de fécula de mandioca 2% e 3%

isoladamente ou em combinagdo com os d6leos essenciais utilizados. (Grafico 1).
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Grafico 1 Area abaixo da curva de progresso da doenga para antracnose em
manga ‘Tommy Atkins’ sob diferentes tratamentos avaliados com
paquimetro digital

Legenda: T1 fungicida Tecto SC, T2 Agua, T3 solugio de leite em po, T4 Pelicula &

base de fécula de mandioca 2% (PFM2%), T5 Pelicula a base de fécula de
mandioca 3%(PFM3%), T6 PFM2% associada ao 6leo essencial de canela, T7
PFM2% associada ao 6leo essencial de cravo, T8 PFM2% associada ao 6leo
essencial de tomilho, T9 PFM2% associada ao 6leo essencial de capim limao,
T10 PFM2% associada ao Oleo essencial de palmarosa, T11 PFM3%
associada ao Oleo essencial de canela, T12 PFM3% associada ao O6leo
essencial de cravo, T13 PFM 3% associada ao 6leo essencial de tomilho, T14
PFM3% associada ao 6leo essencial de capim limdo, T15 PFM 3% associada
ao Oleo essencial de palmarosa, T16 oleo essencial de canela, T17 dleo
essencial de cravo, T18 0Oleo essencial de tomilho, T19 6leo essencial de
capim limdo, T20 dleo essencial de palmarosa. Colunas seguidas de mesma
letra, ndo diferem entre si, pelo teste Scott-Knot a 5% de probabilidade.

Para o método de avaliagdo, utilizando a escala diagramatica de Corkidi
et al. (2006), o coeficiente de variacao foi calculado em 6,44% e os melhores

tratamentos foram os mesmos do método de avaliagdo anterior (Grafico 2).
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Grafico 2 Area abaixo da curva de progresso da doenga para antracnose em
manga ‘Tommy Atkins’ sob diferentes tratamentos avaliados com
escala diagramatica de Corkidi et al.(2006)

Legenda: T1 fungicida Tecto SC, T2 Agua, T3 solugio de leite em po, T4 Pelicula &
base de fécula de mandioca 2% (PFM2%), T5 Pelicula a base de fécula de
mandioca 3%(PFM3%), T6 PFM2% associada ao 6leo essencial de canela, T7
PFM2% associada ao 6leo essencial de cravo, T8 PFM2% associada ao 6leo
essencial de tomilho, T9 PFM2% associada ao 6leo essencial de capim liméo,
T10 PFM2% associada ao Oleo essencial de palmarosa, T11 PFM3%
associada ao Oleo essencial de canela, T12 PFM3% associada ao Oleo
essencial de cravo, T13 PFM 3% associada ao 6leo essencial de tomilho, T14
PFM3% associada ao 6leo essencial de capim limado, T15 PFM 3% associada
ao oleo essencial de palmarosa, T16 oleo essencial de canela, T17 o6leo
essencial de cravo, T18 6leo essencial de tomilho, T19 dleo essencial de
capim limao, T20 dleo essencial de palmarosa. Colunas seguidas de mesma
letra, ndo diferem entre si, pelo teste Scott-Knot a 5% de probabilidade.

Os dois métodos de avaliagdo utilizados foram pertinentes e coerentes.
De acordo com a correlagdo de Person, houve 85,14% de similaridade, portanto
a escala foi util para representar os dados. A escala diagramatica utilizada leva
em conta a intensidade de todas as lesOes presentes em cada face avaliada,
mesmo as ndo provenientes de inoculagdo; ja, a aferigdo com paquimetro leva
em conta somente as dimensodes da lesdo que foi inoculada e, possivelmente, em

razdo deste fator, a correlacdo ndo foi maior, visto que surgiram outras lesdes em
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diferentes pontos, durante o experimento, provavelmente de indculo proveniente
do pomar.

Foi possivel observar, visualmente, o efeito positivo dos tratamentos
contendo a pelicula combinada ou ndo aos 6leos essenciais, nos quais as lesoes
referentes aos pontos de inoculagdo ndo tiverem desenvolvimento significativo
como no tratamento controle positivo (Figura 5: B, C e D). No ultimo dia de
avaliagdo, no momento da coleta para as amostras de microscopia, apds a
retirada da lesdao no ponto de inoculacao, foi possivel perceber que os tecidos do
epicarpo e mesocarpo ndo apresentavam nenhum dano visualmente aparente,
apresentando coloragdo normal de polpa, sem manchas enegrecidas provenientes
da antracnose (Figura 5: F). Como o experimento realizado em carater curativo
teve bons resultados, possivelmente se o tratamento for executado logo apds a
colheita em carater preventivo, o resultado esperado no quesito controle da
antracnose poderia ser muito melhor.

A utilizagdo da pelicula também favoreceu visualmente na aparéncia dos
frutos, que permaneceram com brilho e conservagdo da cor. Também foi
possivel verificar visualmente alteragdes com relagdo a maturagdo dos frutos, ja
que, nos tratados com pelicula, a maturagdo foi aparentemente retardada e
uniformizada. (Figura 5). Sdo necessarios estudos aprofundados com relagéo a
esses aspectos de qualidade pos- colheita, visando a verificar se ha diferencas
entre os tratamentos nos quesitos fisico-quimicos como solidos soluveis, acidez,
firmeza, caracteristicas sensoriais, dentre outros.

O fungicida em questdo ndo apresentou efici€éncia no presente trabalho,
que pode ser verificado nos graficos de AACPD e nas imagens (Figura 5: A e
B). Isso pode ter ocorrido, porque o fabricante recomenda que os frutos sejam
tratados por imersdo logo apds a colheita, quando os frutos ainda estdo menos
maduros do que os utilizados no presente experimento, e ainda danificados

mecanicamente pelos furos de inoculagdo. Como referido anteriormente, o
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processo de maturagdo e os danos mecénicos facilitam a penetracdo e
desenvolvimento de patdogenos. Por outro lado, na literatura, ocorrem diversos
relatos com relacdo a resisténcia de estirpes de fungos aos benzimidazdis, o que
pode ser uma hipdtese para explicar a ineficiéncia desse fungicida no

experimento.
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Figura 5 Fotografias dos frutos de manga inoculados e tratados no tltimo dia
avaliagdo do experimento

Legenda: A. Mangas tratadas com Tecto SC, adgua destilada e solugdo de leite em po,
respectivamente. B. Mangas tratadas com Tecto SC, pelicula a base de fécula
de mandioca 2% (PFM2%) e pelicula a base de fécula de mandioca 3%
(PFM3%) respectivamente. C. Mangas tratadas com PFM2% associada ao
oleo essencial de canela, PFM2% associada ao 6leo essencial de cravo,
PFM2% associada ao 6leo essencial de tomilho, PFM2% associada ao 6leo
essencial de capim limdo, PFM2%associada ao 6leo essencial de palmarosa.
D. Mangas tratadas com PFM3% associada ao 6leo essencial de canela,
PFM3% associada ao 6leo essencial de cravo, PFM3% associada ao Oleo
essencial de tomilho, PFM3% associada ao 6leo essencial de capim- liméo,
PFM3% associada ao dleo essencial de palmarosa. E. Mangas tratadas com
oleo essencial de canela, dleo essencial de cravo, 6leo essencial de tomilho,
oleo essencial de capim limdo, dleo essencial de palmarosa. F. Manga tratada
com PFM2%, mostrando polpa intacta na retirada da lesdo do ponto de
inoculagédo.
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Vale ressaltar que, ap6s o término do periodo de avaliagdo de 8 dias, foi
mantida uma repeticdo dos melhores tratamentos para verificar a longevidade
dos frutos. A maioria dos frutos permaneceram com boa aparéncia visual e as
lesdes se mantiveram controladas por mais seis dias apds o término do
experimento, ou seja, 14 dias ap6s tratamento (Figura 6). Esse dado ¢ de extrema
importancia no quesito comercializacdo dos frutos, visto que o mercado exige

frutos com alta qualidade e maior durabilidade possivel na prateleira.

Figura 6 Fotografia da mesma lesdo da mesma repeticdo do tratamento a base
de pelicula de fécula de mandioca 3% em datas posteriores a ultima
avalia¢do do experimento

Legenda: A. Fruto com 10 dias apos tratamento B. Fruto com 12 dias apds tratamento
C. Fruto com 14 dias ap06s tratamento.

Pelas analises das imagens de MEV, foi possivel confirmar os resultados
obtidos nos dois métodos de avaliagdo. Nos tratamentos contendo pelicula a base
de fécula de mandioca com ou sem Oleos essenciais, ¢ possivel verificar o efeito
positivo na protecdo dos frutos, quanto a germinagdo dos conidios e penetragdo
do fungo, que age como uma barreira protetora a colonizagdo, limitando o
desenvolvimento do patégeno, evitando o aumento significativo da lesdo no
fruto e proliferagdo da doenga. Na figura 7 (A, B e C), verifica-se
desenvolvimento normal do patéogeno, sendo a imagem A referente ao

tratamento com fungicida, evidenciando que este ndo teve agdo esperada no
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fungo; as imagens B e C retratam o tratamento com agua e com leite em po,
respectivamente, mostrando numerosos conidios, inclusive alguns germinando e
continuando o processo de colonizacdo. Na figura 7 (D e E), é possivel
visualizar germinag@o dos conidios e crescimento micelial por cima da pelicula,
que protege, principalmente o contato direto do fungo com o epicarpo do fruto,
retardando o desenvolvimento de lesdes. Na figura 7 (F), € possivel visualizar a
pelicula detalhadamente na superficie do fruto, sua espessura delgada, inclusive
a penetracdo da pelicula nos sulcos do epicarpo do fruto, no tratamento com

fécula de mandioca a 2%.
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Figura 7 Eletromicrografias de varredura de fragmentos de mangas inoculadas
com Colletotrichum sp. e seus respectivos tratamentos

Legenda: A. Presenca de hifas e conidios germinados em fruto tratado com Tecto SC.
B. Conidios germinando em fenda no epicarpo do fruto tratado com agua
destilada. C. Numerosos conidios em fruto tratado com solugdo de leite em
p6. D. Hifas com crescimento limitado pela fécula de mandioca 2%. E.
Presenca de conidios ndo germinados e poucas hifas sobre a pelicula de fécula
de mandioca 2% associada ao 6leo essencial de canela. F. Destaque para a
espessura da pelicula de fécula de mandioca 2% sobre o epicarpo da manga.
As barras correspondem a 10pm.

Em alguns tratamentos contendo pelicula combinada aos oOleos ¢

possivel observar hifas deformadas e colapsadas, provavelmente decorrentes de
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alguns compostos fungitoxicos presentes nos 6leos (Figura 8: A e C). Na figura
8 (E), evidencia-se o impedimento da pelicula no desenvolvimento fingico,
estando o conidio fortemente envolvido e aderido a ela.

Nas regides onde ndo houve boa cobertura da pelicula € possivel
verificar desenvolvimento das estruturas fungicas (Figura 8: A e D), o que leva a
crer que o recobrimento deve ser o mais uniforme possivel para ndo permitir
areas de escape.

Quanto ao mesocarpo do fruto, por meio da criofratura, visualiza-se que
ndo ocorreu colonizacdo interna dos tecidos nos tratamentos contendo pelicula, o
que explica o baixo desenvolvimento das lesdes durante o periodo de avaliagao
(Figura 8: C). Nos tratamentos contendo somente Oleos essenciais, as imagens
obtidas mostraram que o desenvolvimento flngico ocorreu normalmente,
portanto os Oleos essenciais na concentragdo utilizada isoladamente ndo
impediram ou retardaram a doenca.

Assim como verificado no experimento in vitro, nas imagens de
microscopia eletronica do tratamento contendo somente 6leo essencial de canela,
numerosos conidios foram visualizados, mas dificilmente encontrado um

conidio germinado, o que comprova a agao protetora desse 6leo (Figura 8: F).
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Figura 8

Eletromicrografias de varredura de fragmentos de mangas com seus
respectivos tratamentos

Legenda: A. Conidio com aspecto deformado germinado, assim como suas hifas no

tratamento contendo pelicula a base de fécula de mandioca 2% associada ao
6leo essencial de tomilho. B. Epicarpo e mesocarpo criofraturados com
nitrogénio liquido sem nenhum sinal do fungo. C. Presenga de conidio
germinado e hifas deformadas e colapsadas no tratamento a base de pelicula
de fécula de mandioca 2% associada ao Oleo essencial de palmarosa. D.
Detalhe para o crescimento fungico sobre a pelicula que atua como barreira e
area central sem recobrimento que permitiu germinagdo e crescimento sobre o
epicarpo do fruto no tratamento contendo pelicula 3% associada ao 6leo de
capim limdo. E. Detalhe para conidio germinado envolvido pela pelicula 3%
associada ao o6leo essencial de cravo. F. Numerosos conidios ndo germinados
no tratamento contendo 6leo essencial de canela. As barras correspondem a
20pm.
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Como verificado, a pelicula a base de fécula de mandioca apresentou
resultado satisfatério em ambas as formulacdes de 2 ou 3%, associada ou nao
aos Oleos essenciais. Os 0leos essenciais podem ser utilizados visando a efeito
sinérgico com a pelicula, visto que os 6leos podem ficar complexados nela,
podendo intensificar o controle contra o patdogeno. Na literatura, ¢ possivel
encontrar diversos trabalhos com relacdo a revestimento de frutos combinados
ou ndo aos Oleos essenciais no controle de patossistemas, com resultados
compativeis aos encontrados neste.

Bosquez-Molina et al. (2010) confirmaram agdo antimicrobiana da goma
de algaroba a 10% associada ao 6leo essencial de tomilho e limdo mexicano em
mamao. Obtiveram 100% de controle curativo da antracnose nos frutos tratados
com a goma associada ao 6leo de tomilho 0,1% e o mesmo resultado para a
goma combinada a 0,5% do 6leo de limdo mexicano. Esses revestimentos
reduziram a deterioragdo por micro-organismos. Esses autores relatam que
elevadas concentracdes de oleos essenciais em tratamento pos- colheita de frutos
podem causar fitotoxidez, levando os tecidos do fruto a deterioracdo precoce e
perda das barreiras pré-existentes na resisténcia, elevando a infeccdo de
fitopatogenos. Esse fator pode explicar o ocorrido no atual trabalho, ja que os
oleos isolados que tiverem bom desempenho nos experimentos in vitro, como o
de canela e cravo, ndo tiveram bom desempenho no experimento in vivo sem
associacdo com biopelicula, somente quando associados proporcionaram
controle efetivo.

Lima et al. (2012) adicionaram extrato de erva doce 1,5% a pelicula de
fécula de mandioca 3% e observaram retardo no processo de maturagdo de frutos
‘Tommy Atkins’. Observaram também que o extrato de erva doce isoladamente
provocou alteragdes negativas na aparéncia do fruto.

Oriani et al. (2014), trabalhando com macas fatiadas tratadas com

pelicula de fécula de mandioca 2 e 3%, verificaram que o 6leo essencial de
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canela a 0,05% associado a pelicula em ambas as concentragdes possuem alta
atividade antimicrobiana para bactérias frequentemente encontradas em
alimentos minimamente processados, além de sua agdo antioxidante por meio
através do retardamento do escurecimento das mac¢as. Os autores deixam claro
que mais estudos devem ser executados nesse ambito, para verificar se ocorrem
alteragdes nas caracteristicas sensoriais do produto final.

Serpa et al. (2014) mostraram que também € possivel utilizar pelicula de
fécula de mandioca preparada com extrato de cravo e de canela na conservacao
pos-colheita de mangas ‘Palmer’. Os extratos foram preparados colocando-se o
material vegetal em agua destilada por 12 ou 24 horas e, posteriormente,
preparadas as solucdes de fécula 3%. Esses tratamentos se mostraram muito
eficientes na redugdo de fitopatdgenos naturalmente encontrados nessas frutas,
L. theobromae ¢ C. gloeosporioides, sendo o tratamento com extrato de cravo
ainda mais satisfatorio.

Magbool et al. (2011), buscando controle de antracnose pos- colheita em
banana e mamao, encontraram resultados satisfatorios, utilizando goma arabica
10% combinada ao 6leo essencial de canela 0,4% nos frutos inoculados, bem
como nos parametros fisico-quimicos analisados. Nos testes in vitro, resultados
semelhantes ao presente trabalho foram verificados, ja que a goma arabica,
isoladamente, ndo controlou a germinagdo de conidios nem o crescimento
micelial, somente quando combinada aos 6leos utilizados, assim como a fécula
de mandioca.

Oliveira (2013) obteve 100% de controle de antracnose em mamdes
tratados com pelicula de fécula de mandioca 3% associada ou nao a oleos
essenciais, sendo os dleos utilizados pelo autor os mesmos em questao.

Roswalka (2010) avaliou potencial controle preventivo da pelicula a
base de fécula de mandioca associada ou ndo a dleos essenciais no controle da

antracnose em goiaba. Diversos resultados coincidem com o do presente
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trabalho. Primeiro, a autora demonstrou que nas areas desuniformes de
recobrimento podem favorecer o patégeno, fendmeno este comprovado, neste
trabalho, nas imagens anteriores de MEV; atribuiu a descontinuidade do
recobrimento as falhas na fase de preparo da pelicula, principalmente na fase de
gelatinizacdo em que se temperaturas acima de 90 °C forem atingidas ocorre
perda da viscosidade da calda, também na fase de secagem deve haver atencao
redobrada. Comprovou a eficacia da pelicula 2% isolada ou combinada aos dleos
utilizados, sugerindo que essa eficiéncia pode estar diretamente ligada a
interferéncia da pelicula sob a maturacdo dos frutos, por meio do retardo ou
modificagdes enzimdticas que devem ocorrer no processo normal de maturagao,
o que leva a alteragcdes no desenvolvimento patogénico. As imagens obtidas por
meio de MEV pela autora sdo bem similares as realizadas neste trabalho,
evidenciam a pelicula no fruto como uma barreira protetora que ¢ limitante ao
desenvolvimento fingico, mostrando conidios deformados e colapsados sobre a
pelicula, o mesmo verificado em hifas, que a autora atribui também aos 6leos
essenciais.

Com o auxilio da microscopia de epifluorescéncia foi possivel
evidenciar e localizar estruturas fingicas presentes na superficie dos fragmentos
dos frutos coletados lesionados. O calcofluor, como esperado, penetrou na
parede celular fungica e emitiu fluorescéncia, permitindo visualizacdo e
localizagdo de conidios e hifas na superficie dos tecidos infectados de manga
(Figura 9: A e B). Gongalves et al. (2006) concluiram que ¢ possivel localizar
rapidamente  Penicillium  brevicompactum, bem como outros fungos
filamentosos em biofilmes com auxilio do fluorocromo calcofluor white, tanto a
massa micelial, quanto somente um filamento de hifa isolado. Hoch et al.
(2005), utilizando esse fluorocromo, visualizaram detalhes de estruturas dos
fungos Phytophthora infestans e Sclerotinia sclerotiorum, e da levedura

Saccharomyces cerevisiae. Esses autores relatam que a visualizagdo paredes das
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células flingicas, septos e apressorios ¢ facilitada pelo uso desse fluorocromo,
detalhes estes importantes, em estudos morfoldgicos e em biologia celular. Roca
et al. (2005) também utilizaram esse florocromo como importante ferramenta no
estudo da biologia celular na anastomose de conidios de N. crassa, evidenciando
a parede celular dos conidios e diferenciando os tubos germinativos e dos tubos
de anastomose conidial que sdo morfologicamente diferentes dos anteriores.

A rodamina possibilitou visualizacdo precisa dos conidios presentes na
superficie dos tecidos e possibilitou também contrastacao negativa do niicleo dos
conidios em todos os tratamentos (Figura 9: C e D). Na figura 9-C, nota-se
uniformidade na fluorescéncia do conidio proveniente do tratamento com
pelicula & base de fécula de mandioca 2%, ja na figura 9-D ¢ possivel visualizar
desuniformidade na fluorescéncia dos conidios provenientes do tratamento
contendo 6leo essencial de canela, esse fator pode ter ocorrido, em decorréncia
dos compostos presentes no dleo essencial de canela, que podem ter alterado
algumas estruturas celulares dos conidios. A mesma falta de uniformidade foi
verificada nos outros tratamentos contendo 6leos essenciais. Hoyos et al. (2012),
utilizando microscopia eletronica de transmissdo verificaram alteragdes
ultraestruturais em conidios de P. griseola, dentre essas altera¢des, encontrou
desorganizacdo celular, alteragdes nas membranas e retragdo do plasmalema em
conidios tratados com oOleos essenciais de C. martini, C. citratus e E.
caryophyllata, hipotese esta que pode explicar a fluorescéncia sem uniformidade
nos conidios provenientes do tecido de manga, tratando com o6leos essenciais
combinados ou nao a pelicula. Segundo Johnson, Walsh e Chen (1980), a
rodamina possui afinidade com proteinas, principalmente aquelas presentes nas
membranas celulares de fungos e, especialmente nas mitocondrias, que possuem
alto teor proteico, o que explica a fluorescéncia verificada neste trabalho.
Breeuwer e Abee (2000) relatam que esse fluorocromo ¢ amplamente utilizado

em tecidos vivos para inferir a taxa respiratoria de micro-organismos, por meio



73

da variagdo do gradiente eletroquimico nas membranas mitocondriais. Com
relacdo ao ndo fluorescimento do niucleo, possivelmente esse fluorocromo nio
penetrou no nticleo, em decorréncia da prote¢do oferecida a essa organela pelo
envoltorio nuclear. Fica evidente, portanto, que os fluorocromos utilizados sao
de importante no auxilio nos estudos referentes a interacdo planta-patdogeno,
ferramenta importante, neste trabalho, principalmente, pela facil localizagdo e

destaque de estruturas do patdogeno inoculado nas mangas.
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Figura9 Micrografias de epifluorescéncia de conidios e micélio na superficie
dos tecidos de manga do isolado utilizado evidenciando a
fluorescéncia emitida

Legenda: As partes que fluoresceram nos filtros utilizados estdo representadas nas
imagens na cor branca. A. Conidios fluorescentes apds tratamento com
calcofluor White. B. Hifas fluorescentes apos tratamento com calcofluor
White. C. Conidio fluorescente apds contato com rodamina e nicleo sem
emissdo de fluorescéncia em tratamento com pelicula a base de fécula de
mandioca 2% D. Conidios fluorescentes apds contato com rodamina
evidenciando nucleo sem emissdo de fluorescéncia em tratamento contendo
o6leo essencial de canela. As barras correspondem a 10pm.

Ocorrem conflitos in vitro e in vivo com relacdo ao controle de
fitopatogenos. Como exemplo Bang (2007), constatou que fragdes volateis do

oleo essencial de Thymus vulgaris foi de excelente agdo antifungica in vitro,
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porém in vivo ndo controlou os quatro fungos testados. Ja, o 6leo essencial de
Salvia officinalis controlou dois dos quatro fungos in vivo, porém sem sucesso
no teste in vitro. Resultado também similar ocorrido neste trabalho, no qual os
oleos que tiveram bom desempenho no controle in vitro de Colletotrichum, ndo
foram capazes de controlar a antracnose nos frutos isoladamente, mas, somente
quando associados as peliculas 2 ou 3%. O que mostra que apenas o scanning in
vitro ¢é insuficiente na escolha dos oOleos a serem utilizados, enfatizando a
importancia de que ambos os experimentos devem ser realizados.

Outro fator relevante ¢ que a pelicula isoladamente ndo apresentou
atividade fungitoxica ou fungistatica nos experimentos in vitro, mas controlou
satisfatoriamente a antracnose nos frutos, provavelmente o bom desempenho in
vivo pode ser atribuido a alguma propriedade da fécula sobre o fruto e nao
diretamente sob o fungo, podendo ser considerada um obstaculo ao
desenvolvimento fungico. Ja no caso de associagdo pelicula-oleo essencial, os
oleos podem ter executado alguma agdo direta no fungo, verificadas nas imagens

de MEV obtidas neste trabalho, confirmando a agdo sinérgica de 6leo e pelicula.
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5 CONSIDERACOES FINAIS

O isolado, no presente estudo, pertence ao complexo Colletotrichum e
fica agrupado com C. asianum na regido génica analisada.

Os dois métodos de avaliagdo podem ser utilizados para avaliar
severidade do ataque de antracnose em manga na pos-colheita, sendo em campo
mais pratica a utilizacdo de escala diagramatica na quantificagcdo da doenga.

Mais estudos sdo necessarios visando a verificar se ocorrem alteragdes
nos atributos de qualidade fisico-quimicos nos frutos, com o uso desses
tratamentos, bem como alteragdo de caracteristicas sensoriais.

A MEV permitiu constatagdo de que a pelicula age como barreira no
desenvolvimento fingico, limitando a colonizagao dos tecidos pelo patdogeno. Os
oleos essenciais combinados a pelicula promovem alteragdes ultraestruturais no
patogeno, o que pode ser atribuido ao efeito sinérgico da pelicula mais 6leo
essencial.

A microscopia de epifluorescéncia mostra a localizagdo de estruturas
fngicas nos tecidos de manga, mostrando fundamental importancia desta
ferramenta.

A combinagdo dos experimentos in vivo € in vitro é fundamental na

elucidagdo de interagdes planta-patdogeno
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6 CONCLUSOES

O ¢leo essencial de canela reduz a germinagdo de conidios e pode ser
considerado um biofungicida protetor.

O ¢leo essencial de cravo isolado ou associado a pelicula ¢ eficiente no
controle do crescimento micelial, assim como o 6leo de tomilho isoladamente.

As peliculas 2 e 3% isoladas ou associadas aos 6leos essenciais podem
ser consideradas estratégias eficazes de controle alternativo na pos-colheita da
antracnose em mangas, promovendo, inclusive, caracteristicas desejadas como

brilho dos frutos e aumento do tempo de prateleira.
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