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RESUMO GERAL

A banana é uma das frutas mais produzidas no mundo inteiro. Dentre 0s
fatores limitantes do cultivo, destacam-se as doencas pds-colheita, como a
antracnose, causada pelo fungo Colletotrichum musae. Em raz&o da importancia
de conhecer os fatores responsaveis pelo desenvolvimento da antracnose e o seu
controle com uso de produtos naturais, objetivou-se, com este trabalho, avaliar
diferentes métodos de inoculacdo e periodos de molhamento no
desenvolvimento de lesGes de Colletotrichum musae em bananas, bem como
verificar o potencial in vitro e in vivo de pelicula a base de fécula de mandioca e
6leos essenciais no controle da antracnose. O isolado de banana foi identificado,
por meio de caracteres morfoldgicos e moleculares, utilizando-se as regides
génicas GAPDH e ACT. Foram utilizados cinco métodos de inoculag&o, um furo
com micélio (1 FM), um furo com suspensdo (1FS), cinco furos com micélio
(5FM), cinco furos com suspensdo (5FS) e corte com suspensdo (CS),
combinados com cinco periodos de molhamento (0, 6, 12, 24 e 48 h). Os Gleos
essenciais de cravo-da-india, capim-limdo, tomilho, canela e orégano foram
escolhidos, mediante potencial de inibicdo do patdgeno e utilizados na
concentragdo 0,1% selecionada em ensaio preliminar. In vitro foram realizados
dois experimentos, um para verificar o crescimento micelial e outro para avaliar
a germinacdo de conidios de C. musae. In vivo bananas foram tratadas de duas
formas, uma curativa e outra preventiva, com pelicula de fécula de mandioca nas
concentragdes 2 e 3% e Oleos essenciais combinados ou ndo, visando o controle
da antracnose. Amostras de fragmentos da casca lesionada das frutas foram
coletadas para analise em microscopico eletronico de varredura (MEV). O
isolado apresentou caracteristicas morfologicas de C. musae. As analises
filogenéticas agruparam o isolado no complexo ‘gloeosporiodes’ € N0 Mesmo
clado da espécie C. musae. Verificou-se maior desenvolvimento de lesbes com o
método de inoculacdo 5FS combinado com 48 h de molhamento. In vitro o éleo
essencial de orégano a 0,1% inibiu totalmente o crescimento micelial e a
germinacdo de C. musae. Nos experimentos in vivo curativo e preventivo, as
peliculas 2 e 3%, os 6leos essenciais de capim-limdo e tomilho isolados e o0s
mesmos combinados com as peliculas reduziram os tamanhos das lesbes em
bananas. As imagens obtidas por MEV registraram a acdo promovida pelas
peliculas 2 e 3% e 6leos essenciais sobre a ultraestrutura do patégeno. Desta
forma, esses produtos alternativos podem ser indicados como estratégias
promissoras no controle da antracnose em bananas.

Palavras-chave: Musa spp.. Doenca pds-colheita. Controle alternativo.
Microscopia.



GENERAL ABSTRACT

The banana is one of the most-produced fruits worldwide. Among the
limiting factors of its cultivation, are post-harvest diseases, such as the
anthracnose caused by Colletotrichum musae. Given the importance of knowing
the factors responsible for the anthracnose development and how to control it
with natural products, we aimed in this study to evaluate different inoculation
methods and wet periods in the development of Colletotrichum musae lesions in
bananas, as well as to check the in vitro and in vivo potential control of
anthracnose by a film of cassava starch and essential oils. The banana fungal
strain was identified by morphological and molecular characters, using genomic
regions GAPDH and ACT. Five inoculation methods were used, one hole with
mycelium (1 HM), one hole with suspension (1HS), five holes with mycelium
(5HM), five holes with suspension (5HS) and cut with suspension (CS),
combined with five wetting periods (0, 6, 12, 24, and 48 h). The essential oils of
clove, lemon grass, thyme, cinnamon, and oregano were chosen for their
potential inhibition of pathogens and were used at 0.1% concentration, selected
in a preliminary test. Two experiments were performed in vitro, one to check the
myecelial growth and the other to assess the C. musae conidial germination.
During the in vivo test, bananas were treated by curative and preventive methods
with cassava starch film at 2 and 3% concentrations and with essential oils
combined or not, aiming to control the anthracnose. Fragmented samples of
damaged fruit skins were collected for analysis in a scanning electron
microscope (SEM). The strain showed morphological features of C. musae. The
phylogenetic analysis grouped the strain in the 'gloeosporiodes' complex and in
the same clade of C. musae. A higher development of lesions with the 5FS
inoculation method combined with 48 h of wetness. Regarding the in vitro test,
the oregano essential oil at 0.1% completely inhibited the mycelial growth and
germination of C. musae. For the curative and preventive in vivo test, films at 2
and 3%, lemon grass essential oil, as well as thyme alone or all combined with
films reduced the lesion sizes in bananas. The images from SEM showed the
effect of films at 2 and 3% and of essential oils on the pathogen ultrastructure.
Thus, these alternative products can be indicated as promising strategies for
anthracnose control in bananas.

Keywords: Musa spp.. Post-harvest disease. Alternative control. Microscopy.
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CAPITULO 1

Introducéo Geral

1 INTRODUCAO

A fruticultura representa um amplo segmento da agricultura brasileira.
Possui alto efeito multiplicador de emprego e renda, além de participar de
maneira direta na economia do pais, em funcéo das exporta¢des e do mercado
interno. Atualmente, o Brasil tem se destacado na produgdo de frutas tropicais,
ja que durante todo ano dispde de condigdes climaticas adequadas para o cultivo,
especialmente, na regido Nordeste (FACHINELLO et al., 2011). De acordo com
dados da Food and Agriculture Organization of the United Nations - FAO
(2016), a produgdo mundial de frutas tropicais em 2013 foi cerca de 199 milhdes
de toneladas. Entre as principais frutiferas tropicais mais consumidas no Brasil e
no mundo destaca-se a banana (Musa spp.) (ANUARIO..., 2016).

A producdo brasileira de bananas em 2015 foi de cerca de sete milhdes
de toneladas, e os estados maiores produtores foram Sao Paulo (1,15 milhdo de
toneladas); Bahia (995 mil toneladas); Minas Gerais (796 mil toneladas); Santa
Catarina (710 mil toneladas) e Para (586 mil toneladas) (INSTITUTO
BRASILEIRO DE GEOGRAFIA E ESTATISTICA - IBGE, 2016). Entre os
fatores preocupantes do cultivo, destacam-se as doencas poés-colheita,
responsaveis por grandes perdas no agronegocio da fruta. A mais significativa é
a antracnose, causada pelo agente etiolégico Colletotrichum musae. Esse
patégeno se manifesta de forma quiescente no hospedeiro, e os sintomas da
doenca so aparecem ap6s 0 amadurecimento das frutas, podendo causar grandes
transtornos aos atacadistas, varejistas e, sobretudo, aos importadores de frutas
(SOMMER, 1982).
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O desenvolvimento da antracnose é influenciado por diversos fatores
ambientais favoraveis, tais como temperatura em torno de 25-30 °C e alta
umidade relativa. Além disso, a inoculacdo do patégeno no hospedeiro, também,
contribui para o inicio da infeccdo. Os métodos de inoculagdo mais utilizados
nesse patossistema sdo por via aplicacdo e pulverizacdo de suspensdo, contendo
estruturas do patégeno e discos de micélio, aplicados no local a ser inoculado.
Esses métodos usados na presenca de ferimentos contribuem para a penetragdo
do patégeno de maneira mais rapida (DENARDI; BERTON; SPENGLER,
2003). Ferimentos em frutos aumentam a atividade metabdlica celular, provoca
elevagdo na taxa de respiracéo e na sintese de etileno, resultando na deterioragdo
acelerada dos frutos (DURIGAN; MATTIUZ; DURIGAN, 2005).

A utilizacdo de fungicidas tem sido o principal método de controle da
antracnose. Entretanto, o controle quimico apresenta varias limitacoes,
principalmente, com relagdo ao acimulo de residuos nos frutos devido ao uso
excessivo, € ao surgimento de patdgenos resistentes (BASTOS;
ALBUQUERQUE, 2004). Métodos alternativos de controle, com o uso de
produtos organicos naturais como 6leos essenciais e peliculas biodegradaveis,
tém-se destacado na pés-colheita de frutos, aumentando a vida Util e tornando-os
mais atrativos ao consumidor. Diversos trabalhos ja evidenciaram a utilizagdo
desses produtos no controle de doencas (DUAMKHANMANEE, 2008; LIMA et
al., 2012; MAQBOOL et al., 2011; PEREIRA et al., 2006, 2011).

Considerando a importdncia dos fatores que influenciam o
desenvolvimento da antracnose e a necessidade da redugdo no uso de produtos
quimicos, com a implantacdo de métodos alternativos de controle, este trabalho
foi realizado com os objetivos de avaliar diferentes métodos de inoculagéo e
periodos de molhamento no desenvolvimento de lesdes do fungo Colletotrichum
musae em bananas e verificar o potencial in vitro e in vivo de pelicula & base de

fécula de mandioca e 6leos essenciais no controle da antracnose.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 O cultivo da bananeira

A bananeira € uma das frutiferas mais populares do mundo, tanto em
relacdo aos requisitos destinados a producdo quanto a comercializacdo. Pode ser
utilizada de diversas formas verde, madura, crua ou processada, constituindo
uma importante fonte de renda para muitos brasileiros (FIORAVANCO, 2003).

A banana é uma fruta com alto teor de carboidratos, vitaminas e
nutrientes. E altamente perecivel em temperatura ambiente, sendo que, em
qualquer estadio de maturagdo necessita de cuidados especiais por ser suscetivel
a danos mecanicos, além disso, as injurias podem servir como porta de entrada
para diversos patdgenos (MORAES et al., 2005).

A bananeira é uma planta monocotileddnea, herbacea, oriunda do
sudoeste da Asia, pertencente a ordem Scitaminales, familia Musaceae,
subfamilia Musoideae, género Musa, abrangendo entre 24 e 30 espécies, das
quais se originam todas as cultivares produtoras de frutos partenocarpicos
comestiveis (CRONQUIST, 1981).

Segundo Borges e Souza (2004), o cultivo da bananeira se adapta a
diversos tipos de solos de preferéncia planos, profundos e com bom nivel de
aeracdo e drenagem. Exige temperaturas altas e uniformes, em torno de 28 °C,
precipitacdo anual de 1.900 mm, alta luminosidade, ventos leves, umidade
relativa anual superior a 80% e altitudes que variam de zero a 1.000 m acima do
nivel do mar.

No Brasil, as cultivares mais difundidas sdo ‘Prata’, ‘Pacovan’, ‘Prata-
And’, ‘Mag¢d’, ‘Mysore’, ‘Terra’, ‘D’Angola’ do grupo AAB, ‘Nanica’,
‘Nanicao’ e ‘Grande Naine’ pertencente ao grupo AAA (SILVA et al., 2004).

De acordo com esses autores, a banana ‘Prata’ foi inserida no Brasil pelo
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incentivo dos portugueses e seus frutos apresentam angulosidade definida, com
sabor ligeiramente acido e a polpa de textura consistente proporciona boa

aceitacdo por maior parte dos consumidores.

2.2 Principais doencas do cultivo da bananeira

Na cadeia produtiva da bananeira, as doengas constituem uma das
maiores limitagdes, pois existem varios agentes patogénicos que afetam sua
producdo, entre eles os fungos constituem o principal grupo de fitopatdgenos,
tanto pelo nimero de espécies que afetam o cultivo, quanto pelas perdas
causadas, tornando-se, em alguns casos, fator limitante para o cultivo de
algumas variedades (CORDEIRO; MATOS; MEISSNER FILHO, 2004).

Entre as principais doengas da bananeira, destaca-se a Sigatoka-
amarela, cujo agente etiolégico é o fungo Mycosphaerella musicola. Essa
doenca apresenta distribuicdo endémica no pais, causando perdas que reduzem,
em média, 50% da producdo (CORDEIRO; MATOS; MEISSNER FILHO,
2004). J4, a Sigatoka-negra, cujo agente etiologico é o fungo Mycosphaerella
fijiensis, provoca perdas de até 100% nas cultivares suscetiveis, como a
‘Nanica’, ‘Nanicdo’, ‘Prata’ e ‘Ma¢a’ (FERRARI et al., 2005). Por outro lado, o
mal-do-Panam4, causado pelo fungo Fusarium oxysporum f. sp. Cubense é a
doenca vascular da bananeira mais destrutiva, nas regides tropicais do mundo,
onde se cultiva bananeira que, na maioria dos casos, sdo suscetiveis a doenca
(PEREIRA et al., 2005).

Almeida e Silva (2008) afirmaram que doencas pos-colheita ocasionam
perdas ditas como o principal agravante da bananicultura, atingindo volumes
expressivos. Esses autores constataram perdas de 3,25, 1,66 e 2,1%, em
propriedades rurais, no mercado livre do produtor e no segmento varejista,

respectivamente.
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2.3 Antracnose em banana

A antracnose tem como agente etiol6gico o fungo Colletotrichum musae
e ocorre, principalmente, na fase de maturacdo das frutas. Os esporos liberados
dos acérvulos se depositam sobre as frutas ainda verdes no campo, germinam e
nelas penetram, permanecendo a infeccdo latente até o inicio da maturacdo
(COSTA; ERABADUPITIYA, 2005).

As duas formas distintas dessa doenca sdo a antracnose latente,
originaria da infeccdo quiescente e que permanece dormente até o inicio da
maturagdo, e a antracnose ndo latente, produzida pela invasdo do patdgeno,
principalmente, por intermédio das injdrias ocasionadas nas frutas verdes
transportados de forma inadequada (CORDEIRO; MATOS; MEISSNER
FILHO, 2004).

O género Colletotrichum pertence ao filo Ascomycota, € amplamente
variavel para determinadas caracteristicas, como caracteres morfoldgicos entre
eles coloracdo da coldnia, tamanhos e forma de conidios, além da
patogenicidade, que ja foi evidenciada em diversos patossistemas (SERRA et al.,
2011). Apresenta ampla distribuicdo geografica causando, principalmente,
doencas pos-colheita em frutas como: Musa spp. (banana) e frutos como: Persea
americana (abacate), Mangifera indica (manga), Passiflora edulis (maracuja) e
Carica papaya (maméo) (PERES et al., 2002).

A correta identificagdo de espécie de Colletotrichum, responsavel por
causar antracnose em frutiferas, é considerada é uma etapa fundamental para o
entendimento do ciclo de vida do patdgeno, além de contribuir para corretas
adogdes de medidas de controle visando reduzir as perdas pos-colheita (SERRA
et al., 2011). Essa etapa é dificultada, em funcdo da utilizacdo de poucos
caracteres, sendo que na maioria das situacGes apenas caracteres morfoldgicos

ndo sdo suficientes para definir e delimitar espécies, o que revela a importancia
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de adocéo de caracteres moleculares como a filogenia a qual estuda o grau de
parentesco das espécies (MENEZES, 2006). Estudos filogenéticos multigenes,
para espécies de Colletotrichum, tém sido alvo de pesquisa, em diversos
trabalhos, ja que analises filogenéticas favorecem informagGes confidveis para
identificacdo de determinada espécie e permite o entendimento de relagdes
evolutivas entre espécies.

A antracnose é caracterizada pela formagdo de lesdes deprimidas,
escuras, as quais coalescem com o avango da doenca. Sob condi¢Bes de alta
umidade, cobrem-se de frutificacdo rosadas. Geralmente, as lesbes sdo
superficiais, mas podem, em casos severos, com o amadurecimento da fruta,
atingir a polpa (CORDEIRO; MATOS; KIMATI, 2005). As frutas infectadas
pelo fungo C. musae tém o amadurecimento mais acelerado e, mesmo que a
polpa ndo seja atingida, a fruta torna-se de aspecto impréprio para 0 consumo,
inviabilizando a exportacdo, transporte, embalagem e comercializacdo
(OLIVEIRA et al., 2013).

A sobrevivéncia do fungo ocorre, geralmente, nos restos vegetais das
plantas, como peciolos, folhas velhas e nos vestigios florais dos cachos e
bracteas. Os conidios sdo disseminados pelos respingos da dgua da chuva ou da
irrigacéo por aspersdo e pelo vento para as flores e frutas novas e permanecem
latentes até a maturacdo das frutas (CORDEIRO; MATOS; KIMATI, 2005). A
temperatura ideal para o crescimento e a esporulacéo do fungo € de 25 a 30 °C.
Em presenca de &gua livre, os conidios germinam entre 4-24 h, formam
apressorio dentro de 4 horas e a penetragdo ocorre entre 24 a 72 horas. Conidios
hialinos, unicelulares e cilindricos sdo produzidos em acérvulos e estdo
envolvidos por uma matriz gelatinosa composta de polissacarideo e proteinas
soliveis em &gua na qual os protegem de alteragdes extremas de umidade e

temperatura e os mantém viaveis por longos periodos (MENEZES, 2006).
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Devido & ampla variabilidade encontrada em espécies de
Colletotrichum, é de fundamental importancia o conhecimento dos fatores que
ocasionam variabilidade, pois o fungo pode quebrar a resisténcia do hospedeiro
deixando-o0 susceptivel, sendo necessaria a implantacdo de métodos mais

eficientes no controle da antracnose (SERRA et al., 2011).

2.3.1 Fatores que influenciam o desenvolvimento da antracnose

As doencas pos-colheita sdo influenciadas, significativamente, por um
ambiente favoravel, patdgeno agressivo e hospedeiro susceptivel. Além disso,
essas doencas apresentam frequéncia e intensidade proporcional entre a colheita
e 0 consumo, sua ocorréncia é favorecida diretamente pelas condicOes
ambientais prevalentes nesse periodo (AWAD, 1993). Entre as variaveis
ambientais que mais afetam o inicio e o progresso de doengas destaca-se a
temperatura e a umidade. A temperatura pode influenciar na germinagdo e no
numero de esporos de alguns fungos, e a umidade € imprescindivel para emissdo
de tubo germinativo e penetracdo no hospedeiro, além de provocar alteracdes na
incidéncia e severidade, favorecendo a multiplicacdo de micro-organismos
(AGRIOS, 2005).

A temperatura esta relacionada as atividades do fitopatdgeno. E, de
maneira geral, seu efeito é menos intenso que aquele exercido pela umidade
relativa, pois, em uma regido particular, a ocorréncia de muitas doengas esta
correlacionada com a abundancia e distribui¢do de chuvas durante o ano. Em
regides tropicais e subtropicais 0s patdgenos podem crescer em uma faixa de
temperatura maior do que a umidade. O fungo C. musae se enquadra bem nesse
contexto, em funcdo da bananeira se adaptar bem as condi¢Ges climéticas
encontradas nessas regifes. A temperatura e umidade ideais, para ocorréncia da

antracnose, ¢ em torno de 25-30 °C e 90 * 5%, respectivamente. No entanto, a
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reducdo da intensidade e frequéncia dos fatores ambientais inviabilizam o
desenvolvimento da doenga (AGRIOS, 2005). Vérios estudos ja relataram a
influéncia da temperatura e umidade no progresso de doencas (OLIVEIRA et al.,
2014; SOARES; LOURENCO; AMORIM, 2008).

Na interacdo planta-patdgeno, o hospedeiro desempenha um importante
papel tanto na falha quanto no sucesso da infec¢do pelo patdgeno, fazendo-se
necessario encontrar o método de inoculagdo mais adequado, pratico e seguro
para cada patossistema (SENHOR et al., 2008). A inoculagdo contribui para o
inicio da infeccdo e influencia a penetragdo do patdégeno. Para o patossistema
banana x C. musae, os métodos de inoculacdo mais usados sdo através da
aplicagdo ou pulverizacdo de suspensao, contendo conidios do patdgeno e discos
de micélio, contendo estruturas do patdgeno, deixados sobre o local a ser
inoculado. A maioria dos fungos fitopatogénicos penetra nos tecidos do
hospedeiro, de forma direta na cuticula intacta, por aberturas naturais,
principalmente, nos estdmatos e por ferimentos. Frutos inoculados através de
ferimentos permitem uma répida invasdo do patdgeno, e consequentemente, 0
estabelecimento da doenca (DENARDI; BERTON; SPENGLER, 2003).

A quantidade e especificidade dos ferimentos podem causar maiores
leses, isso ja foi evidenciado em frutos de goiaba e meldo por diversos autores
(OLIVEIRA et al., 2014; SENHOR et al., 2008). Assim, estudos nesse sentido,
para esse patossistema, sd0 necessarios para melhorar explicar a epidemiologia

da doenga e reduzir as frequentes perdas pos-colheita.
2.3.2 Métodos de controle para antracnose em banana
As medidas de controle para antracnose devem ser iniciadas no campo,

pois 0 patégeno na maioria das vezes permanece quiescente nas frutas verdes

iniciando o processo infeccioso durante a maturagdo da fruta (CHILLET et al.,
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2006). Assim, uma das principais medidas de controle para essa doenca é a
utilizacdo de variedades resistentes associadas com outras caracteristicas de
interesse agrondmico, como as boas praticas de manejo cultural na eliminagédo
de restos florais e no despencamento, lavagem e embalagem cuidadosa das
frutas com medidas rigidas de assepsia (CORDEIRO; MATOS; KIMATI, 2005;
CORDEIRO; MATOS; MEISSNER FILHO, 2004). Segundo Ventura, Costa e
Tatagiba (2003), o tratamento pos-colheita dos frutos é uma forma de controlar o
micélio quiescente e protegé-lo de infecgdes secundarias ocorridas durante o
armazenamento e transporte para os mercados consumidores.

A maioria dos grandes produtores, normalmente, inclui o uso de
produtos quimicos, 0s quais aumentam o custo da producéo e torna inviavel a
adogdo dessa préatica pelos agricultores organicos (SILVA et al., 2009). Embora
0 seu uso seja eficaz, o agrotdxico tem sido considerado um problema, visto que
pode afetar o processo de amadurecimento natural das frutas, reduzindo a
eficacia do controle quimico e levar ao aparecimento de fungos resistentes
devido ao seu uso permanente (GAMAGAE et al., 2003). Além disso, a
aplicacdo e dosagens incorretas acarretam risco aos humanos e ao meio
ambiente.

Com o atual conhecimento sobre os impactos ambientais, problemas
relacionados a intoxicacdo do homem e resisténcia de fitopatdgenos, as
pesquisas tém buscado produtos alternativos de baixo custo e inofensivos ao
homem e ao ambiente (STADNIK; RIVERA, 2001). A utilizagdo dos compostos
naturais de origem vegetal como Oleos essenciais, obtidos a partir de flores,
folhas, frutos, sementes, gramas, raizes, rizomas e caules de plantas medicinais
da flora nativa, tem indicado seus potenciais no controle de fitopatdgenos, tanto
por acdo fungitdxica direta, inibindo o crescimento micelial e a germinacéo de
esporos, quanto pela capacidade de induzir o acumulo de fitoalexinas
(SCHWAN-ESTRADA; STANGARLIN; CRUZ, 2003).
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Outro composto natural é a fécula de mandioca, produto a base de amido
extraido da raiz de mandioca na forma de pdé branco, inodoro e sem sabor,
utilizado como ingrediente de uma série de produtos em diversas areas da
atividade industrial, além disso apresenta boas caracteristicas para formacao de
peliculas comestiveis aplicadas na conservacdo pos-colheita de frutos
(WOGGUM; SIRIVONGPAISAL; WITTAYA, 2014). A combinacdo de 6leos
essenciais com esse tipo de pelicula biodegradavel representa alvo de pesquisa e

estratégia promissora no controle de doencgas pos-colheita de diversas frutiferas.

2.4 Oleos essenciais

Os 6leos essenciais sdo constituintes organicos e volateis, normalmente,
formados em células especiais ou grupos de células encontrados em muitas
folhas, sementes, gramas, raizes, rizomas e caules de plantas. Apresentam
aspecto oleoso e tem como principal caracteristica a volatilidade a qual os
diferencia dos 6leos fixos. Sao aplicados como aromas e fixadores de fragrancias
em composigdes farmacéuticas, fornecendo compostos purificados como
limoneno, citral, timol, carvacrol, citronelal, eugenol, mentol e safrol (BIZZO;
HOVELL; REZENDE, 2009).

A atividade antioxidante dos Oleos essenciais tem sido bastante
estudada. Alguns trabalhos tém demonstrado resultados aceitaveis. Bastos e
Albuquerque (2004) indicaram que o O6leo de pimenta-de-macaco nas
concentracdes, acima de 100 pg/mL, inibiu in vitro 100% o crescimento micelial
e a germinagdo dos conidios. Esses autores comprovaram, também, que, na
concentracdo de 1%, o 6leo foi capaz de impedir a manifestagdo da antracnose
em bananas. A fungitoxicidade do 6leo essencial de orégano foi comprovada nas
concentracdes de 500 a 2000 ppm inibindo o crescimento micelial e germinacéo

de esporos dos fungos Corynespora cassiicola, Fusarium sp., Colletotrichum
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gloeosporioides e Rhizoctonia solani (ROMERO et al., 2012). Magbool, Ali e
Alderson (2010) verificaram que o dleo de canela, na concentragdo de 0,4%,
suprimiu em 83,2% o crescimento micelial e a germinacdo de conidios de C.
musae. O crescimento micelial e germinacdo de C. gloeosporioides em frutos de
manga foram inibidos pela acdo fungistatica presente no 6leo de capim-liméo
(DUAMKHANMANEE, 2008).

2.5 Peliculas biodegradaveis

Em virtude da grande preocupagdo ambiental com o descarte de
materiais biodegradaveis ndo nocivos ao meio ambiente, faz-se necessaria a
rapida producdo de filmes biodegradaveis comestiveis. Isso se deve,
principalmente, a demanda pela busca de alimentos de boa qualidade e novas
oportunidades para criar outros mercados consumidores de matérias-primas
formadoras de filmes que prolonguem a vida Util de prateleira dos produtos
(BUKZEM; SANTOS; ASCHERI, 2012).

A fécula de mandioca esta entre os materiais mais utilizados para
elaboracdo de filmes ou peliculas biodegradaveis (LUVIELMO, 2012). Nesse
sentido, o interesse especifico para a elaboracdo de filmes comestiveis a partir de
fécula de mandioca tem aumentado por a mesma ser matéria-prima de baixo
custo, transparente, com bom aspecto, resisténcia e brilho, sem toxicidade e
pegajosidade, além de atuar como barreira a perda de agua, tornando os produtos
comercialmente atrativos (MALI; GROSSMANN; YAMASHITA, 2010).

A aplicacdo da goma de mandioca na producgéo de biofilmes se baseia
nas propriedades quimicas, fisicas e funcionais da amilose para formar géis e na
sua capacidade para constituir os filmes (AVEROUS; BOQUILLON, 2004). O
preparo de suspensfes de fécula de mandioca para o revestimento de frutos e

hortalicas é realizado pelo principio da geleificagdo, no qual ocorre acima de 70
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°C, com agitacao constante. Apos a obtencdo da fécula gelificada, as suspensoes
devem permanecer em repouso em temperatura ambiente para 0 Seu
resfriamento (HENRIQUE; PRATI, 2011).

Segundo Azeredo (2003), peliculas combinadas com outros métodos
alternativos de controle oferecem elevado potencial de aplicacBes em frutos,
podendo contribuir na protecdo do meio ambiente e na estabilidade quimica,
fisica e microbiolégica dos frutos. Diversos trabalhos relatam os resultados
positivos de peliculas em diferentes concentragdes. O amadurecimento de frutos
de mamao ‘Formosa Tainungl’ foi retardado, quando imersos em peliculas a
base de fécula de mandioca, nas concentragdes 1 e 3%, prolongando a vida atil
pos-colheita dos frutos (PEREIRA et al., 2006). Lima et al. (2012) verificaram
que o amadurecimento da manga ‘Tommy Atkins’ foi retardado com a utiliza¢ao
do extrato de erva-doce a 1,5% associado a fécula de mandioca a 3,0%. Serpa et
al. (2014) observaram que houve reducéo de fitopatdgenos em frutos de mangas
revestidos com pelicula de fécula a 3% combinada com extrato de cravo e
canela. A combinagdo de 10% da pelicula de goma arabica com 0,4% do 6leo
essencial de canela foi eficiente no controle pos-colheita de Colletotrichum
musae e Colletotrichum gloeosporioides (MAQBOOL et al., 2011).

2.6 Aplicacdes da Microscopia no estudo de doencgas

Nas interacBGes planta-patdgeno, a maioria dos eventos que levam ao
estabelecimento das relacGes parasiticas ou a resisténcia da planta hospedeira
ocorre na célula, tanto do patégeno como da planta. Para visualizar tais
processos de infec¢do, os microscopios de luz (ML), eletrnico de transmisséo
(MET) e eletrbnico de varredura (MEV) tém proporcionado inestimaveis
contribui¢des (ALVES; LEITE; KITAJIMA, 2008).
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Esses microscopicos sdo importantes ferramentas para explicarem
processos relacionados ao desenvolvimento das doengas no hospedeiro como
adesdo, germinacdo, penetracdo, colonizacdo e reproducdo dos patégenos, bem
como registrarem 0 modo de acdo de produtos alternativos sobre as estruturas
dos fitopatégenos (PEREIRA; PEREIRA, 2007).

Neste contexto, Soylu et al. (2007) visualizaram por meio da MEV
alteracfes morfoldgicas considerdveis nas hifas e esclerddios de Sclerotinia
sclerotiorum causadas pela acdo dos Gleos essenciais de orégano e erva-doce.
Pereira et al. (2011) evidenciaram uma atividade direta na redugdo da
germinacédo e do desenvolvimento micelial de Cercospora coffeicola pelo efeito
fungitoxico dos Oleos essenciais de citronela e canela avaliados oito e 16 horas
apo6s a inoculagdo. Por meio da MEV, Sharma e Tripathi (2006) observaram um
afinamento da parede e reducdo do diametro das hifas em Aspergillus niger,
além da auséncia de conidiéforos, promovida pela acdo do 6leo essencial de
laranja. A utilizacdo dos 6leos essenciais de Thymus eriocalyx e Thymus x-
porlock provocou um colapsamento severo nas hifas, ruptura de membrana
plasméatica e destruicdo das mitocondrias em Aspergillus niger (RASOOLI;
REZAEI; ALLAMEH, 2006). Os processos de penetracdo e colonizacdo de
Colletotrichum musae em bananas maduras e verdes foram observados por meio
de microscopia eletronica de varredura e microscopia eletrénica de transmisséo
(CHANG; ROUTREE; LEU, 2000).
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CAPITULO 2

METODOS DE INOCULACAO E PERIODOS DE MOLHAMENTO NO
DESENVOLVIMENTO DE LESOES CAUSADAS POR
COLLETOTRICHUM MUSAE EM BANANAS

RESUMO

A bananeira é uma frutifera cultivada mundialmente em regides
tropicais e subtropicais. No entanto, a producdo e a comercializacdo dessa fruta
sdo prejudicadas, em funcgdo das doencas pds-colheita, sendo a mais expressiva a
antracnose. Diante da necessidade do conhecimento de fatores que influenciam a
antracnose, objetivou-se, com este trabalho, avaliar diferentes métodos de
inoculagdo e periodos de molhamento no desenvolvimento de lesbes de
Colletotrichum musae em bananas. O isolado obtido de banana foi identificado,
por meio de caracteres morfolégicos e moleculares, utilizando as regifes génicas
GAPDH e ACT. O experimento foi instalado em delineamento inteiramente
casualizado, com 25 tratamentos e quatro repeticdes. Utilizou-se esquema
fatorial de analise de variancia 5 x 5, com 5 periodos de molhamento (0, 6, 12,
24 e 48 h), combinados com 5 métodos de inoculacdo, um furo com micélio (1
FM), um furo com suspensdo (1FS), cinco furos com micélio (5FM), cinco furos
com suspensdo (5FS) e corte com suspensdo (CS). Bananas foram inoculadas
com suspensdo ou discos de micélio, conforme os tratamentos, em quatro pontos
distintos. Os ferimentos foram efetuados com multiagulhas, agulha e lIamina de
bisturi. As avaliacbes foram realizadas, diariamente, medindo-se as lesdes em
dois sentidos opostos, com paquimetro digital. O isolado apresentou
caracteristicas morfoldgicas de C. musae. Nas analises filogenéticas, o isolado
agrupou dentro do complexo de espécies Colletrotrichum gloeosporiodes e no
mesmo clado que a espécie C. musae. Houve interacdo entre as varidveis
estudadas. O aumento das lesdes foi favorecido pelo método de inoculagéo 5FS,
sendo 0,86, 0,97, 1,84, e 5,85 cm? nos periodos de molhamento 6, 12, 24 e 48 h,
respectivamente. As menores lesdes foram observadas nos métodos de
inoculacdo 1FS e 1FM. O aumento do molhamento de O para 48 h, influenciou o
acréscimo das lesdes. Portanto, 0 método de inocula¢do 5FS combinado com 48
h de molhamento contribui para o desenvolvimento de lesGes em bananas.

Palavras-chave: Musa spp.. Antracnose. Pds-colheita. Infeccéo.
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ABSTRACT

The banana is a fruit grown worldwide in tropical and subtropical
regions. However, the production and commercialization of this fruit is
impaired, depending on the postharvest diseases, the most significant
anthracnose. Faced with the need to know the factors that influence anthracnose,
is aimed with this study was to evaluate different methods of inoculation and
wet periods in the development of Colletotrichum musae lesions in bananas. The
isolate obtained from banana was identified by morphological and molecular
characters, using the genic regions GAPDH and ACT. The experiment was
conducted in a completely randomized design with 25 treatments and four
replications. It was used factorial analysis of variance 5 x 5 to 5 wetting periods
(0, 6, 12, 24 and 48 h) combined with 5 methods of inoculation, a hole with
mycelium (1 FM), a hole suspension (1FS), five holes with mycelium (5FM),
five holes with suspension (5FS) and cut with suspension (CS). Bananas were
inoculated with suspension or mycelial discs as treatments in four different
points. The wounds were made with multiagulhas, needle and scalpel blade.
Evaluations were performed daily, the lesions were measured in two opposite
directions, with a digital caliper. The isolated morphological features of C.
musae. In the phylogenetic analysis, the isolated grouped within the species
complex Colletrotrichum gloeosporiodes and in the same clade the species C.
musae. There was interaction between variables. The increase of lesions was
favored by 5FS method of inoculation, with 0.86, 0.97, 1.84, and 5.85 cm? for
periods of wetness 6, 12, 24 and 48 h, respectively. The larger lesions were
observed in 1FS and 1FM inoculation methods. The increased wetting of 0 to 48
h, influenced the increase of lesions. Therefore, the method of inoculation 5FS
combined with wetting 48 h contributes to the development of lesions bananas.

Keywords: Musa spp.. Anthracnose. Postharvest. Infection.
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1 INTRODUCAO

A banana (Musa spp.) é uma fruta altamente nutritiva, consumida
mundialmente principalmente na forma ao natural. E cultivada na maioria dos
paises tropicais e subtropicais (BOTREL et al., 2002). A producdo mundial de
banana, em 2013, foi de 106 milhdes de toneladas (FAO, 2016). Vérios fatores
prejudicam a producdo e comercializacdo das frutas, entre eles citam-se os
significativos danos pos-colheita, podendo esses ocorrer principalmente devido a
fatores de origem microbioldgica (PESSOA et al., 2007).

Dentre os fatores microbiol6gicos, estdo os agentes patogénicos, fungos,
bactérias, virus e nematoides, que afetam o desenvolvimento da bananeira,
destacando-se o fungo Colletotrichum musae, agente etioldgico da antracnose, o
gual ocasiona perdas em torno de 30 a 40% em frutas e inviabiliza a
comercializagdo (MAQBOOL; ALI; ALDERSON, 2010). Essa doenca é
caracterizada por lesbes escuras deprimidas que coalescem com o passar do
tempo formando grandes &reas necréticas. Sob condicOes ideais de umidade,
ocorre formag&o de frutificacGes rosadas sobre as frutas. A polpa ndo é afetada,
exceto quando bananas sdo expostas a temperaturas altas (CORDEIRO;
MATOQOS; KIMATI, 2005). De acordo com Bastos e Albuquerque (2004), as
doencas pés-colheita em banana sdo de suma importancia e, de modo geral, séo
favorecidas por temperaturas médias de 25 a 30 °C e alta umidade. Todavia, na
auséncia desses fatores, o desenvolvimento da doenga é reduzido (OLIVEIRA et
al., 2014b).

Na interacdo patdégeno-hospedeiro, é importante o conhecimento das
condicOes favoraveis aos fitopatdgenos para cada patossistema, tais como o
periodo de molhamento e a porcentagem de umidade relativa do ar para o
estabelecimento da doenga (PESSOA et al., 2007).
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Outro fator importante no desenvolvimento de lesdes em frutas de
bananas € a inoculacéo, na qual possibilita a ocorréncia de sintomas e auxilia em
estudos relacionados a confirmacdo ou manutencdo da patogenicidade
(SIVIERO et al., 2002.). Diversos trabalhos elucidaram o efeito da inoculacéo e
do molhamento sobre o desenvolvimento de doencas flngicas (PESSOA et al.,
2007; SILVEIRA et al, 2001; UCHOA et al., 2012). Todavia, estudos
envolvendo espécies de Colletotrichum, ainda, sdo escassos, principalmente, na
po6s-colheita de bananas. Diante do exposto, objetivou-se, com este trabalho,
avaliar a influéncia de métodos de inoculacdo e periodos de molhamento no

desenvolvimento de lesdes de Colletotrichum musae em bananas.
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2 MATERIAL E METODOS

O experimento foi conduzido no Laboratério de Microscopia e Analise
Ultraestrutural do Departamento de Fitopatologia (DFP) da Universidade
Federal de Lavras (UFLA). A caracterizacdo molecular do isolado de banana foi

realizada no Laboratorio de Sistematica e Ecologia de Fungos da UFLA.

2.1 Obteng&o do isolado incorporacéo a colecdo micologica e caracterizagdo

morfoldgica e molecular

O isolado foi obtido de banana cultivar Prata, proveniente do Sitio Vale
dos Ventos, municipio de Lavras, MG. Pequenos fragmentos lesionados foram
desinfestados em alcool 70% por 30 s, hipoclorito de sédio a 2% por 1 min,
lavados com A&gua esterilizada por trés vezes e secados em papel de filtro
esterilizado. Em seguida, os fragmentos foram transferidos para placas de Petri,
contendo meio malte e mantidos em cdmara de crescimento tipo BOD a 25 °C
com fotoperiodo de 12 h.

Para a obtencdo da cultura monospoérica, conidios do fungo foram
diluidos em 10 mL de éagua esterilizada, sendo, posteriormente, extraida uma
aliquota de 10 pL, a qual foi depositada em placas de Petri de 9 cm de didmetro,
contendo meio &gar-4gua e espalhada com uma alca de Drigalski. As placas
foram incubadas em BOD, regulada a 25 °C, com fotoperiodo de 12 h. Apos a
germinagdo, com auxilio de microscopio de luz e agulha histolégica, conidios
isolados foram transferidos para placas de Petri contendo meio malte. Em
seguida, a cultura monospoérica foi depositada a Colecdo Micoldgica de Lavras
(CML), do Departamento de Fitopatologia da UFLA, com codigo ABA20
(CML3248).
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A caracterizagdo morfoldgica do isolado foi realizada, por meio de
avaliacOes das caracteristicas morfologicas das coldnias e preparo de Iaminas
ndo permanentes para observacdes no microscopio de luz dos conidios.
Posteriormente foi feita medicGes do comprimento e largura dos conidios.

Para caracterizacdo molecular, a cultura monospérica do isolado ABA20
foi cultivada em meio malte 2% liquido por trés dias. Para a extracdo do DNA, o
micélio do isolado foi filtrado em gaze, lavado com 4gua destilada estéril e
submetido a extragdo do DNA genémico, utilizando o kit Wizard Genomic DNA
Purification Kit® (Promega), de acordo com o protocolo do fabricante. A
concentragdo de DNA foi mensurada, utilizando o NanoDrop 2000 (Thermo
Fisher Scientific Inc.) e padronizada para 5 ng/ulL. As reagoes de PCR foram
realizadas, utilizando-se o kit Promega GoTag® Colorless Master Mix, no
termociclador My CyclerTM (Bio-Rad) e 0 mesmo conjunto de primers foi
utilizado para a reacdo de sequenciamento. O fragmento do gene gliceraldeido 3-
fosfato desidrogenase (GAPDH) foi amplificado, utilizando-se os primers GDF
(foward; 5°- GCC GTC AAC GAC CCC TTC ATT GA- 3") e GDR (reverse; 5'-
GGG TGG AGT CGT ACT TGA GCA TGT- 3") (Templeton et al.,1992) e as
seguintes condicGes de ciclo: (1) desnaturagdo, por 4 min, a 94 °C, seguido por
34 ciclos de desnaturagdo, a 94 °C, por 45 s; (2) anelamento, por 45 s, a 60 °C;
(3) extensdo, a 72 °C, por 1 min; (4) extensdo final, a 72 °C por 7 min
(PRIHASTUTI et al., 2009). O gene Actina parcial (ACT) foi amplificado,
utilizando-se os primers ACT-512F (forward; 5°- ATG TGC AAG GCC GGT
TTC GC- 3") e ACT-783R (reverse; 5- TAC GAG TCC TTC TGG CCC AT-
3") Carbone e Kohn (1999) e as seguintes condicdes de ciclo: (1) desnaturacéo, a
95 °C durante 5 min, seguido por 35 ciclos a 94 °C durante 30 s; (2) anelamento,
a 58 °C durante 30 s; (3) extensdo, a 72 °C durante 45 s; (4) extenséo final, a 72
°C durante 7 min (WEIR; JOHNSTON; DAMM, 2012;). Os fragmentos
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amplificados foram purificados com o kit Wizard® SV gel e PCR Clean-Up
System (Promega) seguindo as instrugdes do fabricante.

Amostras de DNA amplificadas, para as regides GAPDH e Actina,
foram enviadas para Macrogen Corporation, nos Estados Unidos da América
(EUA), para a obtencdo do sequenciamento. Apds obter as sequéncias, elas
foram editadas utilizando-se o programa SegAssem ver. 07/2008 (SequentiX).
Sequéncias adicionais de membros do complexo de espécies Colletotrichum
gloeosporioides Weir, Johnston e Damm (2012) foram obtidas a partir do
GenBank  (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/) (Tabela 1). As sequéncias
foram alinhadas usando MUSCLE implementado no MEGA 5 (TAMURA et al.,
2011).

As analises filogenéticas, para os genes individuais GAPDH e ACT e
para o conjunto de dados combinados desses dois genes, foram realizadas pelo
método de Méxima Parciménia (MP), com teste de bootstrap de 1000 repeti¢des,
utilizando-se o programa MEGA 5.
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Tabela 1 Isolados de referéncia de Colletrotrichum, depositadas no GenBank
representando espécies conhecidas, utilizados para comparagdo nas
analises filogenéticas

NUmero de acesso no

Espécie Codigo Hospedeiro Local GenBank

Isolado GAPDH ACT

C. dianesei CMM Mangifera Brasil- KC517194 KC517254
4083 indica SFV

C . endophytica MFLUCC Fruto Tailandia  KF242181  KF254857
10.0676 desconhecido

C. fructicola ICMP Limonium Israel JX009998  JX009491
18613 sinuatum

C. fructicola ICMP Coffea arabica  Tailandia  JX010033 FJ907426
18581

C. gloeosporioides CMP Citrus sinensis Italia JX010056  JX009531
17821

C. siamense ICMP Coffea arabica  Tailandia  JX009924  FJ907423
18578

C. endomangiferae CMM Mangifera Brasil-SP  KC02955  KC702922
3814 indica

C. siamense ICMP Malus USA JX010051  JX009506
17795 domestica

C. siamense ICMP Dioscorea Nigéria JX009942  X009460
18121 rotundata

C. theobromicola ICMP Theobroma Panama JX010006  JX009444
18649 cacéo

C. theobromicola ICMP Annona México JX010057  JX009568
17895 diversifolia

C. viniferum GZAASS. V. vinifera cv. China JN412798  IN412795
08601 Shuijing

C. viniferum GZAAS5 V. vinifera cv. China JN412796  JN412812
.08601 Shuijing

2.2 Teste de patogenicidade

No teste de patogenicidade, foram utilizadas cinco bananas cv. Prata em
estadio de maturacdo 3 (BRASIL, 2008). As frutas foram, previamente, lavadas
em agua corrente e desinfestadas com hipoclorito de sédio a 2% por 3 min. Apds
essa etapa, foram aplicados, em diferentes pontos contendo furos de 2 mm de

profundidade, 20 pL de suspensdo na concentracdo ajustada para 2 x 10°
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conidios/mL. As frutas foram envolvidas com sacos plasticos sob temperatura e
umidade relativa média de 25 + 2 °C e 90 * 5%, respectivamente. ApGs remogao
dos sacos plasticos, as frutas permaneceram em bancada até o desenvolvimento

das lesoes.

2.3 Influéncia de métodos de inoculacdo e periodos de molhamento no
desenvolvimento de lesdes ocasionadas por Colletotrichum musae em

bananas

Bananas ‘Prata’, no estddio de maturagdo 3, foram lavadas em &agua
corrente com detergente e desinfestadas com hipoclorito de sodio a 2% por 3
min e secadas em papel toalha. Foram marcados quatro pontos distintos, na
regido mediana das frutas e realizados ferimentos de 2 mm de profundidade com
agulha (um furo), multiagulhas (cinco furos) e Iamina de bisturi (um corte). Em
cada ponto foram aplicados 20 pL da suspensdo, contendo 2 x 10° conidios/mL
ou discos de micélio de 5 mm de diametro, conforme os métodos inoculacdo de
um furo com micélio (1 FM), um furo com suspensdo (1FS), cinco furos com
micélio (5FM), cinco furos com suspensao (5FS) e corte com suspenséo (CS). A
duragdo do tempo de molhamento foi obtida envolvendo as frutas com sacos
plasticos transparentes e umedecidos, de modo a formar uma camara Umida com
temperatura e umidade relativa média de 25 + 2 °C e 90 + 5%, respectivamente,
durante o periodo determinado no tratamento. Os periodos de molhamento
testados foram de O, 6, 12, 24 e 48 h. Apos a retirada dos sacos plasticos, as
frutas foram colocadas em bancada do laboratério e avaliadas, diariamente,
durante seis dias, com auxilio de um paquimetro digital, medindo-se as lesbes
em duas direcdes perpendiculares. Em seguida, foi calculada a &rea média
lesionada em cm? Pelo fato das lesdes terem sido circulares, utilizou-se a

formula para calculo da area do circulo: A= nr”.



39

Em que A= area lesionada; m= constante com valor (3,1416) e r= raio
médio da les&o.

O delineamento estatistico utilizado foi inteiramente casualizado em
esquema fatorial de analise de varidncia 5 x 5 (métodos de inoculacédo e periodos

de molhamento), com quatro repeti¢des por tratamento e uma fruta por parcela.

2.4 Analise dos dados

Os dados foram analisados quanto as pressuposicdes da analise de
variancia (ANOVA) utilizando o software R. Posteriormente os dados das
variaveis foram submetidos a analise de variancia, em esquema fatorial 5 x 5,
com 5 métodos de inoculacdo e 5 periodos de molhamento. As variaveis
significativas no teste F (p<0,05) foram submetidas ao teste de Scott-Knott, a
5% de probabilidade e ao ajuste de modelos de regressdo empregando o software
Sisvar (FERREIRA, 2008).
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Caracterizacdo morfoldgica e molecular do isolado de banana

Os aspectos morfoldgicos visualizados, para o isolado de banana, foram
colbnias com cor rosada e producdo de massas de conidios no centro das
coldnias de coloragdo salmdo. Os conidios foram hialinos, unicelulares, retos,
curtos elipticos e cilindricos, com extremos redondos a oblongos, medindo 13-
14 pm de comprimento e 4,5-54 um de largura. Esses resultados foram
semelhantes aos obtidos por varios autores utilizando isolados provenientes de
bananas (WEIR; JOHNSTON; DAMM, 2012; GANAN; ALVAREZ;
CASTANO-ZAPATA, 2015).

A analise filogenética preliminar, com base na sequéncia parcial do gene
GAPDH obtida para o isolado ABAZ20, revelou o agrupamento do isolado no
complexo de espécies Colletrotrichum gloeosporiodes. O isolado, também,
agrupou no mesmo clado que o isolado representante da espécie Colletrotrichum
musae, entretanto, com suporte de bootstrap de 35% néo sendo suficiente para
discriminar o isolado de banana ao nivel de espécie (Figura 1A).

Em fungdo dos resultados da regido GAPDH, outra regido génica
denominada de ACT foi analisada com o intuito de obter uma melhor resolucéo
para a identificacdo do isolado. Os agrupamentos gerados por essa analise estdo
demonstrados na Figura 1B, evidenciando agrupamento do isolado de banana
dentro do complexo ‘gloeosporiodes’ € um grupo monofilético bem suportado
(bootstrap 86%) formado pelo isolado ABAZ20 e dois isolados representantes da
espécie C. musae (CBS 207.80 e C1266.11).
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Figura 1 Arvores filogenéticas de Maxima Parcimonia para o isolado ABA20,
baseadas em sequéncias génicas individuais da regido GADPH (A),
ACT (B) e sequéncias combinadas dos genes GADPH e ACT (C). C.
cliviae foi utilizado como outgroup. Os valores de bootstrap com 1.000
repeti¢Oes sdo indicados em porcentagem acima e abaixo dos nos

Como néo foi observado nenhum conflito entre as topologias das arvores
filogenéticas individuais, obtidas com base nos genes GAPDH e ACT, as
sequéncias das duas regides foram combinadas e analisadas. A topologia da
arvore filogenética multigénica foi semelhante a das arvores dos genes
individuais e ela possibilitou o agrupamento do isolado ABAZ20, dentro do
complexo ‘gloeosporiodes’ e no mesmo clado pertencente a espécie C. musae,
confirmando a identificacdo do isolado a essa espécie com suporte de 54%
(Figura 1C).

Resultados semelhantes foram obtidos por outros autores. Weir,
Johnston e Damm (2012) realizaram analises filogenéticas com as regides

GAPDH e ACT dentre outras para a identificagdo de isolados provenientes de
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bananas dos paises Quénia, Nova Zelandia, Indonésia, Filipinas e Estados
Unidos e confirmaram que todos os isolados pertencem ao complexo
‘gloeosporiodes’ e a espécie C. musae, pois agruparam em um mesmo clado.
Recentemente, Gafian, Alvarez e Castafio-Zapata (2015) estudaram a
caracterizacdo filogenética de cinco isolados de banana com sintomas de
podriddo oriundas da Colémbia, com as regibes génicas ITS, GAPDH e TUB2, e
constataram agrupamento dos isolados com a espécie de C. musae, dentro do
complexo de espécies Colletrotrichum gloeosporiodes. Esses autores foram o0s
primeiros a relatarem, na Colémbia, que C. musae é o0 agente etioldgico

causador de antracnose em banana.

3.2 Teste de patogenicidade

O isolado ABAZ20, utilizado no presente estudo, mostrou-se patogénico
em todas as bananas inoculadas. Foram observadas lesfes escuras deprimidas
delimitando todos os pontos inoculados na superficie externa das frutas, e o
controle inoculado apenas com &gua destilada sem nenhuma lesdo (Figura 2).
Esses resultados comprovam a patogenicidade da espécie identificada e

confirmam o agente etiol6gico da doenca antracnose em banana.

C. musae controle

Figura 2 Sintomas tipicos de antracnose em bananas inoculadas com
Colletrotrichum musae e o controle inoculado apenas com &gua
destilada
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3.3 Influéncia dos métodos de inoculacao no desenvolvimento das lesdes

Os dados obedeceram as pressuposicdes da ANOVA e houve interacdo
significativa (p<0,05) entre métodos de inoculag&o e periodos de molhamento.

O maior desenvolvimento das lesdes foi obtido no método de inoculagéo
cinco furos com suspensdo (5FS), sendo estas incrementadas com o acréscimo
do periodo de molhamento, assumindo valores de 0,86, 0,97, 1,84 e 5,85 cm?,
nos periodos de molhamento 6, 12, 24 e 48 h, respectivamente (Grafico 1).
Resultados semelhantes foram verificados por Pessoa et al. (2007), ao
observarem que o método de inoculagdo com ferimentos, utilizando furos com
suspensdo, proporcionou as maiores lesées de C. musae em bananas. Frutos de
meldo inoculados com ferimentos e pulverizagdo com suspensdo tiveram
maiores lesbes de podriddo-de-cratera causada por Myrothecium roridum
(Senhor et al., 2008). Oliveira et al. (2014a) constataram em frutos de meloeiro
aumento de lesbes quando os mesmos foram submetidos a ferimentos e
inoculados pela atomizagdo da suspensdo de conidios de Fusarium semitectum.
Esses autores verificaram que ndo ocorreu podriddo nos meldes quando
inoculados sem ferimentos. O estabelecimento e desenvolvimento da podridéo
amarga e da podriddo-branca em magas foram mais intensos quando essas foram
inoculadas na presenca de ferimentos (DENARDI; BERTON; SPENGLER,
2003; SANTOS et al., 2008). Aquino et al. (2012) constataram, em maracuja,
maior progressdo da doenga quando os frutos maduros foram inoculados com

suspensdo de conidios de C. gloeosporioides.
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Gréfico 1 Tamanho da lesdo em bananas ocasionada por Colletotrichum musae
sobre diferentes métodos de inoculagdo e periodos de molhamento
apos seis dias da inoculacdo. Médias seguidas da mesma letra na
coluna ndo diferem entre si pelo teste Scott- Knott a 5% de
probabilidade. CV(%)= 9,20

O método de inoculagdo cinco furos com micélio (5FM) apresentou um
expressivo desenvolvimento de lesBes com o aumento do periodo de
molhamento, ndo diferindo estatisticamente da inoculagdo (5FS), nos periodos
de molhamento 0, 12 e 24 h, obtendo lesdes médias de 0,00, 0,90 e 1,78 ¢cm?,
repetitivamente (Gréfico 1). Esses resultados corroboram com diversos outros
trabalhos. Moraes, Zambolim e Lima (2006) constataram em bananas ‘Prata-
And’ inoculadas com discos de micélio 4rea lesionada de 5,8 cm?®. O método de
inoculacdo, com disco de micélio de Phytophthora parasitica, sob a casca de

plantulas e plantas jovens de citros, favoreceu maior progresso da doenca
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(SIVIERO et al., 2002). Oliveira et al. (2008) observaram, em manga, maiores
lesbes nas inoculagbes realizadas com discos contendo estruturas do
fitopatdgeno, e menores lesbes com a utilizacdo da suspensao. Ja Nery-Silva et
al. (2007) evidenciaram maior severidade de podriddo peduncular em mamao
guando inoculados com ferimentos e suspensdo dos fungos Phoma caricae-
papayae, C. gloeosporioides, Botryodiplodia theobromae e Fusarium solani.

Ferimentos mais intensos e, em maiores quantidades em frutos, sdo
essenciais para o desenvolvimento de maiores lesGes, pois facilita a penetragdo
do patégeno (SENHOR et al., 2008). Além disso, ferimentos associados com
suspensdo e micélio incrementam mais ainda o contato do patégeno com o
hospedeiro. A vantagem no uso de suspensdo de conidios pode ser explicada
pela facil padronizacdo da quantidade de esporos depositada na superficie do
fruto, que auxilia diretamente no inicio da infeccdo. Ja a utilizagdo de disco de
micélio é vantajosa pela presenca de estruturas do patégeno, que apresenta uma
fonte extra de substrato quando introduzido no hospedeiro através de ferimentos
(PESSOA et al., 2007).

Nos métodos de inoculagdo corte com suspensdo (CS), um furo com
suspensdo (1FS) e um furo com micélio (LFM), foram observadas as menores
areas lesionadas. Nos dois Ultimos métodos, ndo foi verificado desenvolvimento
de lesBes nos periodos de molhamento de 0 e 6 h, tendo inicio o aparecimento
das primeiras lesdes a partir de 12 h de molhamento, com tamanhos de 0,58 e
0,15 cm?, respectivamente (Grafico 1). De forma semelhante, Soares, Lourenco
e Amorim (2008) verificaram, em frutos de goiaba, germinacdo de C.
gloeosporioides mais intensa com 12 h de molhamento, e auséncia de infeccéo
do patégeno com 6 h. Assim, torna-se nitida a importancia da quantidade de
ferimentos, para o progresso da antracnose em banana, pois quanto menor o
nimero de ferimentos menor serd o desenvolvimento da doenga, fato

confirmado neste estudo.
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3.4 Influéncia dos periodos de molhamento no desenvolvimento das lesdes

O aumento do periodo de molhamento proporcionou o desenvolvimento
linear das lesGes em bananas (Grafico 2). A medida que aumentou o periodo de
molhamento de 0 para 48 h, verificou-se acréscimo no tamanho das lesdes de
0,030; 0,039; 0,118; 0,050 e 0,038 cm? para cada aumento na unidade de hora do
molhamento, nos métodos de inoculagdo 1FM, 1FS, 5FS, 5FM e CS,
respectivamente (Gréficos 2A, 2B, 2C, 2D e 2E).

A alta umidade estimulou o processo da infeccdo de C. musae e o
progresso das lesdes (Grafico 2). Da mesma forma, Pessoa et al. (2007)
observaram maior desenvolvimento de lesdes de C. musae, em banana, com o
incremento do periodo de molhamento, sendo as maiores lesfes constatadas no
periodo de 36 h. Oliveira et al. (2014b) verificaram, em frutos de mamaéo,
maiores lesdes causadas por Phytophthora palmivora quando submetidos aos
periodos de molhamento entre 48 e 78 h. Uchda et al. (2012) verificaram

aumento na severidade da sigatoka-negra em banana com 72 h de umidade.
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Gréfico 2 Tamanho da lesdo em bananas causada por Colletotrichum musae sob
diferentes periodos de molhamento (0, 6, 12, 24, e 48 h) e métodos de
inoculagdo, um furo com micélio ‘1FM’ (A), um furo com suspenséo
‘1FM’ (B), cinco furos com suspensdo ‘5FS’ (C), cinco furos com
micélio ‘SFM’ (D) e corte com suspensdo ‘CS’ (E). ** significativo
(p<0,01). CV(%)=9,20
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O periodo de molhamento de 6 h, associado com os métodos de
inoculagdo 1FM e 1FS, ndo ocasionaram doenga nas frutas (Graficos 2A e 2B).
Também com 0 h de molhamento, ndo houve desenvolvimento de lesdes em
bananas em todos os métodos de inoculagéo testados (Graficos 2A, 2B, 2C, 2D e
2E), indicando a necessidade de umidade na area superficial das frutas.
Resultados semelhantes foram observados por Uchda et al. (2012), ao
constatarem que ndo houve incidéncia de doenca em bananeira submetidas a 0 h
de molhamento. Em contrapartida, Silveira et al. (2001) verificaram que o
molhamento foi desnecessario para ocasionar incidéncia de podriddes pés-
colheita em tomate causadas por Fusarium verticilliodes e Geotrichum
candidum. Esses autores observaram, ainda, em tomates com O h de
molhamento, 100% de incidéncia de podriddes ocasionadas por Rhizophus
stolonifer. Oliveira et al. (2014a) observaram presenca de lesGes ocasionadas por
F. semitectum em frutos de meldo, com e sem molhamento, porém, sobre
umidade de 48 h o tamanho das lesdes foi mais expressivo

A alta umidade relativa auxilia na manutencdo da turgidez das frutas e
frutos frescos. Além disso, € um dos fatores que mais favorece o incremento de
doencas pos-colheita, em funcdo da quantidade de goticulas que se acumulam na
superficie das frutas e frutos, criando microclima favoravel para o surgimento da
doenca (OLIVEIRA et al.,, 2014a). Portanto, algumas medidas podem ser
adotadas, para reduzir os riscos de doencgas pds-colheita, tais como: evitar
umidade elevada sob a superficie das frutas que, normalmente, é ocasionada por
irrigacdes prolongadas, realizar desbaste de restos florais e frutas sintomaticas
visando reduzir o in6culo de C. musae na é&rea, implantagdo de cultivares
resistentes, boas praticas de manejo cultural, lavagem e embalagem cuidadosa
das frutas visando evitar ferimentos (CORDEIRO; MATOS; KIMATI, 2005).
Estudos com esse propdsito sdo necessarios para explicar melhor a

epidemiologia da doenca e contribuir para uma producéo mais significativa.
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4 CONCLUSOES

A filogenia individual das regibes génicas GAPDH e ACT permite o
agrupamento do isolado obtido de banana dentro do complexo de espécies
Colletrotrichum gloeosporiodes.

A anélise filogenética da combinacdo das regides GAPDH e ACT
classifica o isolado de banana como Colletrotrichum musae com alto suporte.

O método de inoculagdo cinco furos, com suspensédo combinado com 48

h de molhamento, proporciona maior desenvolvimento de lesdes em bananas.
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CAPITULO 3

PELICULA A BASE DE FECULA DE MANDIOCA E OLEOS
ESSENCIAIS NO CONTROLE DA ANTRACNOSE EM BANANAS

RESUMO

A banana é uma das frutas mais consumidas mundialmente. A producéo
dessa fruta é afetada por doengas pos-colheita entre elas a antracnose. Em funcéo
da busca por produtos alternativos de controle para antracnose, objetivou-se, com
este trabalho, avaliar o potencial in vitro e in vivo de pelicula a base de fécula de
mandioca nas concentracdes 2 e 3% e 6leos essenciais no controle da antracnose
em bananas. Foram utilizados os 6leos essenciais de cravo-da-india, tomilho,
capim-liméo, canela e orégano, na concentracdo 0,1%, selecionada por meio de
ensaio preliminar in vitro. Nos experimentos in vitro, foram avaliados o
crescimento micelial e a germinagdo de conidios de Colletrotrichum musae com
as peliculas 2 e 3% combinadas ou ndo aos 6leos essenciais. In vivo foram
realizados experimentos curativo e preventivo, no experimento curativo as frutas
foram inicialmente inoculadas em quatro pontos distintos com suspensao ajustada
para 2 x 10° e, ap6s 48 h de molhamento, foram revestidas com as peliculas
combinadas ou ndo com os 6leos essenciais e secadas por 12 h; ja, para o
experimento preventivo, as frutas foram revestidas e secas por 12 h antes da
inoculacdo. In vitro o crescimento micelial foi avaliado, diariamente, por meio de
medicdes das colbnias em dois sentidos opostos com paquimetro digital e a
germinacdo foi calculada pela porcentagem de conidios germinados. Nos
experimentos in vivo, os tamanhos das lesdes foram calculados por meio de
medic¢Oes com paquimetro digital realizadas diariamente em dois sentidos opostos.
No ultimo dia de avaliacdo, foram coletadas amostras da &rea lesionada da casca
das frutas para analise em Microscopico Eletrbnico de Varredura (MEV).
Verificou-se inibicdo total do crescimento micelial e da germinagdo de conidios
com o 6leo de orégano. As peliculas 2 e 3%, combinadas ou ndo com os 6leos de
capim-liméo e tomilho, bem como esses dleos isolados, proporcionaram as frutas
tratadas de forma curativa e preventiva menores tamanhos das lesbes de
antracnose. Nas imagens por MEV, observaram-se alteragfes ultraestruturais no
patdgeno promovidas pela agdo das peliculas e dos 6leos essenciais.

Palavras-chave: Fruta. Colletotrichum musae. Patologia pds-colheita. Produtos
alternativos.
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ABSTRACT

The banana is one of the most consumed fruits worldwide. The fruit
production is affected by postharvest diseases, such as anthracnose. In order to
find alternative products to control the anthracnose, we aimed in this work to
evaluate the in vitro and in vivo potential control of anthracnose in bananas by
film of cassava starch at the concentrations 2 and 3% and by essential oils. The
essential oils of clove, thyme, lemon grass, cinnamon and oregano were used at
the concentration 0.1%, selected in a previous in vitro assay. For the in vitro
assay, the mycelial growth and spore germination of Colletrotrichum musae
were evaluated after being treated with films 2 and 3% combined or not with the
essential oils. For the in vivo test, a curative and a preventive experiment were
performed, and in the curative experiment fruits were initially inoculated into
four different points with suspension 2 x 10°, and after 48 h of wetting, the fruits
were coated with the films combined or not with essential oils and dried for 12
h. Regarding the preventive experiment, the fruit was previously coated and
dried for 12 h before inoculation. Mycelial growth was evaluated daily by
measuring the colonies in two opposite directions with a digital caliper, and
germination was calculated by conidia percentage. Regarding the in vivo
experiments, the lesion sizes were measured daily by a digital caliper in two
opposite directions. On the last evaluation day, samples were collected from the
injured area of the fruit peel to be analysed with a Scanning Electron
Microscope (SEM). There was a total inhibition of mycelial growth and spore
germination for the oregano oil. The films at 2 and 3%, combined or not with
essencial oils of lemon grass or thyme, as well as these isolated oils, showed
treated fruit with smaller sizes of anthracnose lesions with both curative and
preventive methods. Ultrastructural changes in the pathogen were observed by
SEM images, which were promoted by the film effects and by essential oils.

Keywords: Fruit. Colletotrichum musae. Postharvest pathology. Alternative
products.
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1 INTRODUCAO

A banana (Musa spp.) € considerada a segunda fruta mais consumida no
mundo, em funcdo do alto teor de vitaminas, sais minerais, carboidratos e
gorduras, o que faz dela parte integrante da alimentagdo (COSTA;
ERABADUPITIYA, 2005). De acordo com os dados da FAO (2016), a
producdo mundial de banana, em 2013, foi de 106 milhdes de toneladas. Apesar
disso, ressalta-se o grande desafio para produzir com qualidade, sem contravir 0s
planos de politicas publicas que garantam a seguranca dos alimentos. E, para
atender a esses requisitos, € necessario produzir de maneira sustentavel e
controlar as doencas em bananas causadas, principalmente, por fungos que séo
responsaveis por consideraveis perdas na pds-colheita.

Entre as doencas pds-colheita da banana, destaca-se a antracnose,
causada pelo agente etiolégico Colletotrichum musae, responsavel por perdas
em torno de 30 a 40% (MAQBOOL; ALI; ALDERSON, 2010a). Em funcéo
disso, diversas medidas de controle tém sido recomendadas, incluindo métodos
culturais e quimicos. Existem algumas desvantagens quanto ao uso de
fungicidas, como ocorréncia de fitotoxicidade, efeitos residuais ao ambiente e
resisténcia a patdgenos (BASTOS; ALBUQUERQUE, 2004).

A utilizacdo de compostos organicos naturais como extratos vegetais,
Oleos essenciais e peliculas biodegradaveis, a base de fécula de mandioca,
constituem alternativas mais vidveis e sustentaveis para inibicdo do
desenvolvimento de fungos do género Colletotrichum. Entre esses produtos a
pelicula & base de fécula de mandioca ja teve efeito comprovado em muitos
trabalhos sendo recomendada como fonte promissora de controle (OLIVEIRA,
2013; ORIANI et al., 2014; ROZWALKA, 2010).

Diversas pesquisas confirmam a potencialidade dos Oleos essenciais

como agentes inibitérios de vérios fitopatégenos (BOSQUEZ-MOLINA et al.,
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2010; ROZWALKA et al., 2008), sendo muitos deles extraidos de diversas
partes das plantas medicinais, ndo causando nenhum efeito toxico ao homem nas
concentracdes utilizadas. Dessa forma, tornam-se vidveis estudos que
evidenciem o uso de produtos naturais no controle de doencas pds-colheita.
Além disso, o conhecimento sobre a acdo dos 6leos essenciais, associados com
pelicula a base de fécula de mandioca, pode contribuir para o desenvolvimento
de estratégias mais promissoras, as quais visem, futuramente, reduzir os custos
de produg&o e estimular o consumo de frutas mais atrativas.

Diante do exposto, objetivou-se, com este trabalho, verificar o potencial
in vitro e in vivo da pelicula a base de fécula de mandioca e Gleos essenciais no

controle do fungo Colletotrichum musae agente causal da antrachose em banana.
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2 MATERIAL E METODOS

Os experimentos in vitro e in vivo foram realizados no Laboratério de
Microscopia Eletrdnica e Andalise Ultraestrutural do Departamento de
Fitopatologia da Universidade Federal de Lavras (UFLA). As analises da
composicdo quimica dos 6leos essenciais foram feitas na Central de Analise e
Prospeccdo Quimica (CAPQ) do Departamento de Quimica da mesma

instituicao.

2.1 Selecéo, obtencao e concentracéo dos 6leos essenciais

Os oleos essenciais foram escolhidos, mediante o potencial de inibicado
ao patégeno em trabalhos in vitro e in vivo em frutos de mamao e goiaba
descritos por Oliveira (2013) e Rozwalka (2010), respectivamente. Os 6leos
foram adquiridos da empresa Quinari (Ponta Grossa - PR) e sdo apresentados na
Tabela 1.

Tabela 1 Oleos essenciais selecionados para o estudo e a parte da planta de onde
foram extraidos

Nome cientifico Nome comum (local da planta)
Eugenia caryophyllata Cravo-da-india (bot&o)
Thymus vulgaris Tomilho (folhas)

Cymbopogon citratus Capim-limé&o (folhas)
Cinnamomum zeylanicum. Canela (cascas)

Origanum vulgare Orégano (folhas)

A concentracdo dos 6leos essenciais foi selecionada por meio de ensaio
preliminar in vitro, realizado em delineamento inteiramente casualizado em

esquema fatorial 5 x 5, cinco 06leos essenciais (cravo-da-india, tomilho, capim-
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liméo, canela e orégano), combinados com cinco diferentes concentragdes (0,00,
0,02, 0,04, 0,08 e 0,10%), totalizando 25 tratamentos com quatro repeticfes e
uma placa por parcela.

Para cada tratamento, preparou-se uma solucdo de 5 mL, utilizando agua
destilada e esterilizada com Tween 20 a 0,7%, surfactante com funcéo
dispersante para misturar e solubilizar o dleo. Para obtencdo das concentracGes
finais de 0,00, 0,02, 0,04, 0,08 e 0,10%, foram adicionados nas solugdes 0, 1, 2,
4 e 5 L dos 6leos essenciais, respectivamente.

Em camara de fluxo laminar, foi acrescentado 1 mL da solugdo de cada
concentragdo em 9 mL de meio malte fundente, resfriado até 45 °C e vertido nas
placas. Apds solidificagdo do meio, transferiu-se um disco de 5 mm de didmetro
da cultura monospdrica de cddigo ABA20 para o centro de cada placa. Foi
utilizada uma testemunha com Tween 20 a 0,7%, para isolar o seu efeito e um
controle positivo com o fungicida Tecto SC na concentracdo recomendada pelo
fabricante (0,65 mL/L). Em seguida, as placas foram vedadas com papel filme e
incubadas em BOD, a 25 + 2 °C e fotoperiodo de 12 h.

As avaliagOes foram realizadas, diariamente, durante oito dias, medindo-
se com paquimetro digital o didmetro das coldnias em dois sentidos opostos. O
indice de crescimento micelial (IVCM) foi calculado pela férmula proposta por
Maguire (1962) e adaptada por Oliveira (1991): IVCM = S (D-Da) /N.

Em que, IVCM= indice de velocidade de crescimento micelial; S=
somatoério; D= diametro médio atual; Da= didametro médio do dia anterior e N=
namero de dias apos inoculagéo.

Os dados foram submetidos & andlise de variancia, houve interacéo
significativa entre as variaveis, e as concentragfes foram submetidas ao ajuste de
modelos utilizando o programa Sisvar (FERREIRA, 2008). Apés o ajuste de
modelos lineares, a concentracdo 0,1% apresentou maior inibicdo do patégeno,

sendo escolhida para realizagdo dos experimentos in vitro e in vivo (gréafico 1).
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2.2 Composicao quimica dos 6leos essenciais

As avaliagbes qualitativas dos 6leos essenciais foram realizadas por
cromatografia gasosa, acoplada a espectrometria de massas (CG-EM), em
equipamento Shimadzu, modelo QP2010 plus. O equipamento foi operado nas
seguintes condicBes experimentais: coluna capilar de silica fundida (30 m de
comprimento x 0,25 mm de didmetro interno), com fase ligada SLB™ (0,25 um
de espessura de filme), vazdo do gas Hélio, no fluxo de 1,18 mL/min, o injetor e
detector operaram nas temperaturas de 200 e 240 °C, respectivamente. A
programagcdo inicial de temperatura da coluna foi de 60 °C, com rampa de
aquecimento de 3,0 °C/mim até atingir 240 °C e mais 10 °C/min até atingir 300
°C, permanecendo por 7 min, com um tempo de corte de 3,0 min. As amostras
de cada 6leo foram diluidas em hexano, na concentracdo 1% v/v e injetado,
automaticamente, no cromatdgrafo, utilizando volume de inje¢do de 1,0 uL, no
modo split com uma razédo de 1:100. O tempo total para a realizacdo das analises
foi de 73 min. Para o espectrébmetro de massas (EM), foram utilizadas as
seguintes condigdes: energia de impacto eletrdnico de varredura: 70 eV;
velocidade de decomposicdo: 1,0 ponto/s; intervalo de decomposic¢do: 0,50
fragmentos e fragmentos decompostos em 45 e 450 m/Z. Uma série homéloga
de padrBes de n-alcanos (nC8-nC25) foi injetada nas mesmas condigcdes das
amostras. Os picos obtidos foram comparados com o banco de dados das
bibliotecas Wiley 8 e FFNSC 1.2, e os indices de retencdo dos compostos
relativos a coinjecdo da série de n-alcanos foram calculados pelo método de
Dool e Kratz (1963).

Nas analises quantitativas, foi utilizado um cromatografo gasoso
Shimadzu GC-2010, 17 A, aclopado com detector por ionizagdo de chama
(DIC), equipado com uma coluna capilar RTX (30 m de comprimento x 0,25

mm de diametro interno x 0,25 pum de espessura do filme), o gas Hélio foi
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utilizado como arraste no fluxo de 1,18 mL/min, as temperaturas do injetor e do

detector foram mantidas em 220 e 240 °C, respectivamente. As condi¢cfes da

coluna e a quantidade de injecdo foram as mesmas descritas anteriormente. Os

resultados, para cada composto, foram obtidos por meio da normalizacdo de

areas dos picos (%).

2.3 Aquisicdo da fécula de mandioca e do fungicida

A fécula de mandioca e o fungicida Tecto SC, cujo ingrediente ativo é o

thiabendazol, foram adquiridos em comércio local.

2.4 Tratamentos in vitro

Os tratamentos testados in vitro foram:

a)
b)
c)
d)
e)
f)

9)

h)

meio malte puro (controle 1);

tween 20; (controle 2);

fungicida Tecto SC (controle 3);

pelicula & base de fécula de mandioca 2%;
pelicula & base de fécula de mandioca 3%;
pelicula a base de fécula de mandioca 2%
essencial de cravo-da-india a 0,1%;

pelicula a base de fécula de mandioca 3%
essencial de cravo-da-india a 0,1%;

pelicula & base de fécula de mandioca 2%
essencial de tomilho a 0,1%;

pelicula & base de fécula de mandioca 3%

essencial de tomilho a 0,1%;

associada ao

associada ao

associada ao

associada ao

6leo

Oleo

6leo

Oleo



j) pelicula & base de fécula de mandioca
essencial de capim-liméo a 0,1%;

k) pelicula a base de fécula de mandioca
essencial de capim-liméo a 0,1%;

I) pelicula a base de fécula de mandioca
essencial de canela a 0,1%;

m) pelicula a base de fécula de mandioca
essencial de canela a 0,1%;

n) pelicula a base de fécula de mandioca
essencial de orégano a 0,1%;

0) pelicula a base de fécula de mandioca
essencial de orégano a 0,1%;

p) Oleo essencial de cravo-da-india a 0,1%;

q) Oleo essencial de tomilho a 0,1%;

r) oleo essencial de capim-liméo a 0,1%;

s) Oleo essencial de canela a 0,1%;

t) 6leo essencial de orégano a 0,1%.

2%

3%

2%

3%

2%

3%

associada

associada

associada

associada

associada

associada

ao

ao

ao

ao

ao

ao
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6leo

oleo

Oleo

Oleo

Oleo

Oleo

2.5 Avaliacdo in vitro de pelicula a base de fécula de mandioca e dleos

essenciais na inibicdo do crescimento micelial e germinacdo de conidios de

Colletotrichum musae

Todos os tratamentos descritos anteriormente foram preparados em

condi¢es assépticas, utilizando cdmara de fluxo laminar.

Para o teste de inibi¢cdo do crescimento micelial, foram utilizados como

controles 0 meio malte puro (20 g de extrato de malte e 20 g de agar para 1 L de

agua), Tween 20 (0,7% em 5 mL de agua destilada e esterilizada) e o fungicida

Tecto SC (0,65 mL/L), respectivamente. Para obtencdo do tratamento (controle
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1), foram utilizados 10 mL do meio malte puro; para o tratamento (controle 2),
foi acrescentado 1 mL de Tween 20 em 9 mL de meio malte fundente; e para o
tratamento (controle 3), foi acrescentado 1 mL de fungicida Tecto SC em 9 mL
de meio malte fundente e vertidos em placas estéreis de 9 cm de diametro.

Nos tratamentos, contendo associacdo ou ndo de pelicula com o6leo
essencial, a fécula de mandioca foi autoclavada e preparada nas concentracdes 2
e 3% (peso/volume), sendo aquecida em micro-ondas até 90 °C e agitada
periodicamente de 10 em 10 s, para obtencdo das peliculas sem granulos. Nas
placas com meio malte ja solidificado, contendo ou ndo Oleos essenciais,
conforme o tratamento, foi adicionado 1 mL das peliculas 2 e 3% sobre a
superficie do meio e espalhadas com auxilio da alca de Drigalsky.

Para os tratamento contendo apenas 0s 6leos essenciais na concentragao
0,1%, foram preparadas solu¢des de 5 mL contendo agua destilada, Tween 20 a
0,7% e 5 pL de cada 6leo. Dessas solugdes foi retirado 1 mL e acrescentado em
9 mL do meio malte fundente resfriado até 45 °C e vertido em placas.

Apos a solidificagdo do meio, discos de micélio de 5 mm de didmetro,
retirados da cultura monosporica de cédigo ABA20, foram transferidos para o
centro das placas, em seguida, as mesmas foram vedadas com papel filme e
incubadas em BOD, a 25 + 2 °C e fotoperiodo de 12 h. O crescimento micelial
foi avaliado diariamente durante oito dias medindo-se com paquimetro digital o
didmetro das colbnias em dois sentidos opostos. O indice de crescimento
micelial (IVCM) foi calculado pela formula IVCM = S (D-Da) /N, proposta por
Maguire (1962), adaptada por Oliveira (1991).

Para o teste de germinagdo, foram utilizados os mesmos tratamentos
anteriormente descritos no item 2.4, as Unicas diferencas foram em relagdo a
troca do meio malte pelo meio agar-agua (20 g para 1L de agua) e do disco de
micelio pela suspensdo de conidios. A suspensdo de conidios de C. musae foi

obtida com a cultura monospérica de codigo ABA20, adicionando-se 20 mL de



63

agua destilada esterilizada na placa e raspagem com lamina de vidro estéril.
Apoés remocdo da massa micelial, foi feita a filtragem do conteudo em gaze
esterilizada. A concentracdo foi ajustada para 2 x 10° conidios/mL com auxilio
de um hemacitdmetro. Foram utilizadas placas de Petri de 9 cm de diametro,
com 9 mL de meio &gar-agua fundente e 1 mL dos tratamentos preparados da
mesma maneira apresentada anteriormente no teste de inibicdo do crescimento
micelial. Aliquotas de 100 pL da suspensdo foram adicionadas nas placas com
meio ja solidificado e espalhadas com auxilio da alca de Drigalsky. Depois as
placas foram vedadas com papel filme e incubadas em BOD a 25 °C, com
fotoperiodo de 12 h.

Apo6s 12 h, tempo suficiente para a germinacgdo, as placas foram
retiradas da BOD e a germinagdo dos conidios foi paralisada utilizando duas
gotas do corante azul de algoddo com lactoglicerol. Em seguida, foi feita a
contagem dos conidios germinados em microscopio de luz com aumento de 10
vezes. Para cada repeti¢do, foram contados 100 conidios em dois quadrantes da
placa, totalizando 400 conidios por tratamento. Considerou-se conidio
germinado aquele que apresentou 0 comprimento do tubo germinativo maior ou
igual ao didmetro do conidio. Com o ndmero total de conidios contados
(germinados e ndo germinados), estimou-se a percentagem de conidios
germinados.

Os experimentos de crescimento micelial e germinacdo de conidios
foram conduzidos duas vezes em delineamento inteiramente casualizado, com
quatro repeticdes. Os dados dos experimentos foram analisados conjuntamente,
e a magnitude dos erros experimentais foi semelhante confirmando a
consisténcia das observagdes. Os dados foram submetidos as pressuposicdes da
ANOVA, utilizando o software R, e posteriomente & andlise de variancia. As
variaveis significativas no teste F (p<0,05) foram comparadas pelo teste de

Scott-Knott, a 5% de probabilidade, utilizando o software Sisvar.
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3 Experimento in vivo preventivo e curativo

3.1 Aquisicao e preparo das frutas

Bananas ‘Prata’ foram adquiridas no Sitio Vale dos Ventos, localizado
no municipio de Lavras - MG. Posteriormente, foram selecionadas apenas frutas
assintomaticas sem dano mecanico e submetidos a lavagem, desinfestadas em
hipoclorito de sodio a 2%, durante 3 min, lavadas em &gua destilada e secas em
papel toalha. Foram utilizadas frutas em estadio de maturacdo 3 e frutas
totalmente verdes Brasil (2008), sem receber nenhum tratamento, para a

realizacdo dos experimentos curativo e preventivo, respectivamente.

3.2 Preparo do indculo e inoculagédo das frutas

O isolado de coédigo ABA20 incorporado na colecdo micoldgica e
identificado no capitulo anterior como C. musae foi utilizado para o inéculo.

Apo6s oito dias de cultivo de C. musae, em meio malte, foram
adicionados 20 mL de agua destilada e esterilizada na placa e espalhada, com
auxilio de uma alca de Drigalsky, por toda a col6nia para desprender as
estruturas do fungo. Posteriormente, a suspensao foi filtrada em gaze e ajustada
para 2 x 10° conidios/mL, utilizando hemacitémetro.

Bananas foram inoculadas pelo método de inoculagdo cinco furos com
suspensdo selecionado com base nos resultados obtidos no capitulo 2, em quatro
pontos distintos da regido mediana das frutas. Com auxilio de pipeta automatica,
foram depositados, em cada ponto, 20 pL da suspens&o na concentracdo 2 x 10°
conidios/mL. Em seguida, as frutas foram envolvidas por sacos plasticos,
formando cdmara Umida com temperatura de 25 £ 2 °C e umidade média relativa

de 90 + 5%, durante 48 h de molhamento (selecionado, também, com base nos
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resultados do capitulo 2). Ap6s a retirada dos sacos plasticos, as bananas
permaneceram em bancada por 12 h para secagem, sobre temperatura de 26 + 2
°C e umidade média relativa de 60 + 5%. No experimento preventivo, as bananas
foram inicialmente tratadas secas por 12 h e depois submetidas a inoculacdo

seguindo esse mesmo pProcesso.

3.3 Tratamentos curativos e preventivos

Foram testados de forma curativa e preventiva os tratamentos:

a) frutas imersas apenas em agua destilada (controle 1);

b) frutas imersas somente em Tween 20 a 0,7% (controle 2);

c) frutas imersas somente em Tecto SC (controle 3);

d) frutas revestidas com pelicula a base de fécula de mandioca 2%;

e) frutas revestidas com pelicula a base de fécula de mandioca 3%;

f) frutas revestidas com pelicula a base de fécula de mandioca 2%,
combinada com 6leo de cravo-da india a 0,1%;

g) frutas revestidas com pelicula a base de fécula de mandioca 3%,
combinada com 6leo de cravo-da-india a 0,1%;

h) frutas revestidas com pelicula a base de fécula de mandioca 2%,
combinada com 6leo de tomilho a 0,1%;

i) frutas revestidas com pelicula a base de fécula de mandioca 3%,
combinada com 6leo de tomilho a 0,1%;

j) frutas revestidas com pelicula & base de fécula de mandioca 2%,
combinada com 6leo de capim-liméao a 0,1%;

k) frutas revestidas com pelicula & base de fécula de mandioca 3%,
combinada com 6leo de capim-liméao a 0,1%;

I) frutas revestidas com pelicula a base de fécula de mandioca 2%,

combinada com 6leo de canela a 0,19%;
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m) frutas revestidas com pelicula & base de fécula de mandioca 3%,
combinada com 6leo de canela a 0,1%;

n) frutas revestidas com pelicula a base de fécula de mandioca 2%,
combinada com 6leo de orégano a 0,1%;

o) frutas revestidas com pelicula a base de fécula de mandioca 3%,
combinada com 6leo de orégano a 0,1%;

p) frutas revestidas apenas com Oleo essencial de cravo-da-india a
0,1%;

g) frutas revestidas apenas com éleo essencial de tomilho a 0,1%;

r) frutas revestidas apenas com Gleo essencial de capim-limao a 0,1%;

s) frutas revestidas apenas com 6leo essencial de canela a 0,1%;

t) frutas revestidas apenas com 6leo essencial de orégano a 0,1%.

3.4 Preparo das solucdes para o revestimento das frutas

O preparo dos tratamentos seguiu a mesma metodologia para 0s
experimentos curativo e preventivo.

Foram utilizados como controles agua destilada (controle 1), Tween 20
(controle 2) e fungicida Tecto SC (controle 3). No controle 1, as bananas foram
imersas em 800 mL de agua destilada; no controle 2, em &gua destilada (800
mL) mais Tween 20 a 0,7%; e, no controle 3, em calda do fungicida preparada
na concentragdo de 0,65 mL/L, utilizada em pés-colheita de bananas.

Para a imersdo de bananas nas peliculas combinadas ou ndo com 6leos
essenciais, as suspensodes de féculas de mandioca foram preparadas para 800 mL
de 4gua destilada e ajustadas nas concentracdes 2 e 3%. Posteriormente foram
aquecidas em micro-ondas a 90 °C, agitadas de 10 em 10 s, para obtencéo de
géis sem granulos. Apds o resfriamento dos géis, os Oleos essenciais, na

concentracdo de 0,1% diluidos em Tween 20 a 0,7%, foram incorporados as
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peliculas 2 e 3% com auxilio de pipeta automatica, seguida da agitacdo com
bastdo de vidro.

Imersdo de bananas apenas em solucBes com 0leos essenciais a 0,1%,
foram adicionados 800 L de cada 6leo essencial em béqueres, contendo 793,6
mL de agua destilada mais Tween 20 na concentracdo de 0,7%. Depois as

solucdes foram agitadas com bastdo de vidro.

3.5 Recobrimento das frutas tratadas de forma curativa e preventiva

Para os experimentos curativo e preventivo, bananas foram revestidas
pela imersdo das frutas nas solugdes correspondentes a cada tratamento, durante
1 min e retiradas por 3 min para secagem; esse processo foi repetido trés vezes.

As frutas tratadas foram colocadas em suportes plasticos, identificados
com seus respectivos tratamentos e colocadas sobre bancada no laboratoério,
visando reproduzir as condi¢des de comercializa¢do, com temperatura de 25 * 2

°C e umidade média relativa de 60 + 5%.

3.6 Delineamento experimental e avaliagdes

Os experimentos foram realizados em delineamento inteiramente
casualizado, com 20 tratamentos, quatro repeticdes e uma fruta por parcela.

As avaliagOes foram realizadas diariamente, por meio de medigdes com
auxilio de paquimetro digital, medindo-se as lesbes em dois sentidos
perpendiculares. Em seguida, foi calculada a 4rea média lesionada em cm? nos
pontos inoculados. Utilizou-se a formula para calculo da area do circulo: A= nr”.

Em que A= érea lesionada; = constante com valor (3,1416) e 1= raio

médio da lesdo.
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No final das avaliacbes, que duraram oito dias para o experimento
curativo e dez dias para o preventivo, as frutas dos melhores tratamentos de
ambos 0s experimentos permaneceram em bancada nas mesmas condicGes
descritas anteriormente, para avaliar a sua longevidade.

Os dados obtidos nos experimentos preventivo e curativo foram
analisados quanto as pressuposicdes da anélise de variancia, utilizando o
software R e submetidos a anélise de variéncia utilizando software Sisvar. As
variaveis significativas no teste F (p<0,05) foram comparadas pelo teste de
Scott-Knott a 5% de probabilidade.

3.7 Coletas e preparo das amostras provenientes de bananas para

microscopia eletronica de varredura (MEV)

As amostras das frutas, selecionadas para analise em microscopio
eletronico de varredura (MEV), foram coletadas, ap6s o final de cada
experimento, por meio de cortes de 5 mm de didmetro realizados com bisturi nos
pontos inoculados. Os fragmentos foram colocados em Eppendorf, contendo 1,0
mL de fixador Karnovsky’s, por um periodo minimo de 24 h, seguida da p0s-
fixacdo em tetréxido de 6smio (OsO,) a 2%. Apds 1 h, as amostras foram
lavadas em &gua destilada trés vezes e submetidas a desidratacdo em série
crescente de acetona nas concentragcBes de 25, 50, 75, 90 e 100%. Apoés a
desidratagdo, as amostras foram levadas ao ponto critico BAL-TEC CPD 030
para a substituicdo da acetona por CO,. Os espécimes obtidos foram fixados
com fita dupla-face de carbono em suportes metélicos, revestidos com papel
aluminio, cobertos com ouro no evaporador BAL-TEC 050 e armazenados em
dessecador contendo silica gel para a observagdo em MEV LEO Evo 40 XVP.
As imagens das amostras foram geradas e registradas de forma digital, nas

condi¢des de trabalho de 20 Kv e distancia de trabalho de 10 mm.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Sele¢do da concentracao e composi¢cdo quimica dos 6leos essenciais

Houve interagdo significativa (p<0,05) entre os oOleos essenciais e
concentragdes.

Houve decréscimo linear no indice de velocidade de crescimento
micelial de Colletotrichum musae a medida que aumentou as concentragdes dos
6leos essenciais. Em fungdo desse motivo, adotou-se a concentracdo de 0,1%
para todos os oOleos essenciais, a qual proporcionou maior inibigdo do
crescimento micelial do patdgeno em todas as situagdes analisadas (Grafico 1).
Todos os 0leos apresentaram uma excelente inibi¢cdo na concentracéo de 0,1%,
principalmente, o 6leo de orégano no qual inibiu totalmente o crescimento

micelial de C. musae (Gréfico 1D).
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Grafico 1 Indice de Velocidade de Crescimento Micelial (IVCM) de

Colletotrichum musae sob o efeito dos Gleos essenciais de canela
(A), cravo-da-india (B), capim-limédo (C), orégano (D) e tomilho
(E), submetidos a cinco diferentes concentracdes (0,00, 0,02, 0,04,
0,08, 0,10%). ** significativo (p<0,01). CV (%)= 2,82
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Os compostos encontrados nos Oleos essenciais de cravo-da-india
(OECI), canela (OECA), capim-limdo (OECL), orégano (OEOR) e tomilho
(OETO), com seus respectivos tempos de retencdo, indices de retencdo

calculados e teores estdo representados na Tabela 2.

Tabela 2 Composi¢do quimica dos 6leos essenciais de cravo-da-india, canela,
capim-limao, orégano e tomilho
Cravo-da-india

Compostos TR IR Area (%)
Eugenol 22,77 1289 83,73
B-Cariofileno 25,46 1378 13,40
a-Humuleno 26,93 1383 1,51
Oxido de cariofileno 32,03 1383 1,19
a-Copaeno 23,62 1293 0,17
Total 100
Canela
Compostos TR IR Area (%)
trans-Cinamaldeido 19,38 1201 90,3
Eugenol 22,70 1289 8,45
Sabineno 26,93 1383 1,25
Total 100
Capim-liméao
Compostos TR IR Area (%)
Geranial 19,06 1196 54,50
Neral 17,76 1193 36,87
Acetato de geranil 23,72 1288 1,68
Oxido de cariofileno 32,00 1392 1,26
Citronelilo formato 17,28 1190 1,13
Bergamal 13,45 1038 1,12
Citronelilo isobutirato 22,50 1204 0,25
Lavandulol 18,35 1193 0,24
B-Cariofileno 25,43 1293 0,23
Citronelal 13,98 1042 0,13
Germacreno D 29,25 1378 0,10
Total 97,75
Orégano
Compostos TR IR Area (%)
Carvacrol 20,58 1205 77,34
y-Terpineno 10,20 1010 12,36
Linalol 11,85 1010 6,48

Mirceno 7,14 926 1,68
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Tabela 2, conclusdo

Compostos TR IR Area (%)
Timol 20,18 1089 1,67
p-Cimeno 8,97 1000 0,27
Terpinoleno 8,69 998 0,20
Total 100
Tomilho
Compostos TR IR Area (%)
Timol 20,54 1279 26,84
p-Cimeno 8,97 995 24,04
Carvacrol 20,19 1278 21,97
a-Pineno 5,87 903 5,87
6-3-Careno 6,15 907 3,54
4-Terpineol 15,29 1108 3,37
Linalol 11,85 1085 2,55
Limoneno 9,14 1000 2,04
Acetato de isobornila 19,83 1202 1,73
Borneol 14,95 1101 1,60
Eucaliptol 9,30 1001 1,45
Acetato de bornila 19,73 1184 0,75
Canfeno 13,89 1089 0,62
a-Terpineol 15,94 1110 0,58
Canfora 6,63 980 0,53
Terpinoleno 11,28 1010 0,50
Mirceno 7,72 987 0,49
y-Terpineno 10,20 1003 0,47
Sabineno 7,45 987 0,38
B-Ocimeno 8,44 994 0,30
a-Felandreno 8,34 989 0,26
a-Selineno 25,03 1280 0,12
Total 100

TR= tempo de retencdo de cada composto, IR= indice de retencdo dos compostos
referente a série n-alcanos (nC8-nC25) em coluna DB-5, % = porcentagem do composto

No OECI foram identificados cinco compostos, sendo o eugenol
(83,73%), PB-cariofileno (13,40%) e a-humuleno (1,51%) o0s componentes
majoritérios (Tabela 2). Esses resultados foram similares aos obtidos por varios
autores. Scherer et al. (2009) encontraram no 6leo de cravo-da-india, como

componentes principais, eugenol (83,75%), p-cariofileno (10,98%), seguido por
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a-humuleno (1,26%). Beraldo et al. (2013), Oliveira et al. (2009) e Snoussi et al.
(2008), identificaram eugenol nos botdes florais do cravo nos valores de 77,58,
88,38 e 88,58%, respectivamente. Da mesma forma, os compostos de eugenol,
B-cariofileno e acetato de eugenol foram identificados nesse Gleo nas
quantidades de 90,3, 4,83 e 1,87%, respectivamente (SILVESTRI et al., 2010).

Os compostos mais abundantes, identificados no OECA, foram trans-
cinamaldeido (90,3%) e eugenol (8,45%) (Tabela 2). Esses resultados estdo de
acordo com outros trabalhos realizados com o presente 6leo. Pesquisas de
Andrade et al. (2012) com d6leo de canela verificaram a presenca de 14
constituintes, sendo o trans-cinamaldeido (77,72%) encontrado como o principal
componente seguido por acetato de cinamila (5,99%). No entanto, alguns
estudos evidenciam como componente majoritario do 6leo essencial extraido das
cascas da canela o eugenol nas quantidades de 60 e 77,58% (BERALDO et al.,
2013; LIMA et al., 2005) além do trans-cinamaldeido presente em 67,58%
(BERALDO et al., 2013).

Os principais compostos identificados no OECL foram geranial
(54,50%) e neral (36,87%) (Tabela 2). A mistura destes dois isdmeros da origem
ao citral principal constituinte desse 6leo (SOUSA et al., 1991). Vérios autores
afirmam a presenca do citral em maiores quantidades no referido 6leo. Oliveira
et al. (2011) identificaram os componentes geranial e neral com 30,91 e 42,92%,
respectivamente. J& Guimaraes et al. (2008), analisando a composi¢do quimica
do 6leo de capim-liméo, encontraram como constituintes majoritarios o geranial
(37,42%), seguido do neral (31,89%) e mirceno (23,77%). Entretanto Castro et
al. (2007) constataram nesse 6leo os constituintes principais citronelal (36,67%),
geraniol (25,67%) e citronelol (11,40%).

No OEOR foram identificados sete compostos, sendo 0s majoritarios
carvacrol (77,34%), seguido por y-terpineno (12,36%) e linalol (6,48%) (Tabela

2). Silva et al. (2010), avaliando o teor de compostos presentes no 6leo de
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orégano de cinco marcas comerciais, provenientes de diferentes regides do
mundo, identificaram em todas as marcas o carvacrol como componente
principal com teores variando de 61,66 a 93,42%, os quais se assemelham com o
valor obtido neste trabalho. Segundo Oliveira et al. (2011), os fendis como o
carvacrol e timol podem alcancar a composicdo quimica total do 6leo em 80,2 a
98% e promover controle de doencas. Porém, em outros estudos com o Gleo de
orégano foi possivel identificar quatro picos referentes aos compostos principais
y-terpineno (33,4%), 4-terpineol (25,59%), timol (14,21%) e carvacrol (2,30%)
(BORGES et al., 2012).

O cromatograma para 0 OETO apresentou 22 picos sobressaindo em
relacdo aos demais 6leos citados anteriormente. Dos compostos observados, o
timol (26,84%) apresentou maiores teores, seguido do p-cimeno (24,04%),
carvacrol (21,97%) e a-pineno (5,87%) (Tabela 2). Esses resultados se
assemelham aos encontrados por Jakiemiu et al. (2010) os quais constataram no
6leo de tomilho os compostos majoritarios timol, p-cimeno e o y-terpineno. Por
outro lado, Borges et al. (2012), avaliando a composicdo quimica de diferentes
6leos entre eles o tomilho, constataram nele a presenca dos constituintes borneol
(66,66%), timol (13,41%) e do linalol (3,24%). Romero et al. (2009)
identificaram no 6leo de tomilho como principais compostos timol (50%), p-
cimeno (20%) e o y-terpineno (18%). Esses autores, ainda, relataram que o
efeito antimicrobiano desse 6leo na reducdo do crescimento micelial de C.

musae e outros micro-organismos é resultante dos compostos timol e carvacrol.
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4.2 Avaliagdo in vitro de pelicula & base de fécula mandioca e 0leos
essenciais na inibicdo do crescimento micelial e germinacao de conidios de

Colletotrichum musae

Os dados apresentaram aditividade, independéncia dos erros e
homogeneidade de variancias. Houve diferenca significativa (p<0,05) para o
indice de crescimento micelial e a porcentagem de germinacdo de conidios de
Colletotrichum musae.

Os tratamentos com Oleos essenciais de cravo-da-india, canela e
orégano, combinados com pelicula a base de fécula de mandioca nas
concentragdes de 2 e 3%, apresentaram melhor controle do crescimento micelial
e, também, da germinacdo de conidios (Tabela 3). O oOleo de orégano néo
combinado, bem como o fungicida Tecto SC proporcionaram efeito semelhante
aos tratamentos mencionados anteriormente, inibindo o crescimento micelial e
germinacdo do patégeno em 100% (Tabela 3). Romero et al. (2012), também,
constataram com 6leo de orégano inibicdo total do crescimento micelial e da
germinacdo de Corynespora cassiicola, Fusarium sp., C. gloeosporioides e
Rhizoctonia solani. Esses autores atribuiram os resultados a elevada presenca
dos compostos fendlicos carvacrol e timol no éleo de orégano, os quais sdo
capazes de alterar as proteinas constituintes das membranas celulares e inibir
atividades da célula. Esses compostos, também, foram identificados neste
trabalho (Tabela 2) e, possivelmente, a alta sensibilidade do patégeno a
carvacrol e timol matou as células fangicas da parte superior do disco de micélio

prejudicando o crescimento do fungo.
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Tabela 3 Médias do Indice de Velocidade de Crescimento Micelial (IVCM) e da
porcentagem de germinacdo de conidios do fungo Colletotrichum
musae in vitro, submetido a cinco 0leos essenciais e esses em
combinac¢do com peliculas de amido em duas concentracdes

*Médias *Germinagao
Tratamentos de IVCM Tratamentos (%)
(mm/dia)

Meio malte 10,63 a Meio agar-agua 98,12 a
Pelicula 2% 10,56 a Tween 20 87,37b
Tween 20 10,45 a Pelicula 2% 87,00 b
Pelicula 3% 10,20 a Capim-liméo 84,37hb
Pelicula 2%+capim-liméo 10,11a Tomilho 83,75 b
Pelicula 3%+ capim-liméo 8,53 b Pelicula 3% 81,87b
Pelicula 2%-+tomilho 7,10c Pelicula 2%-+capim-limao 70,50 ¢
Pelicula 3%+ tomilho 6,96 C Pelicula 2%+tomilho 62,37d
Capim-liméo 6,62 d Pelicula 3%+ tomilho 55,87 ¢
Tomilho 6,38d Pelicula 3%+ capim limdo 53,37¢
Cravo-da-india 5,58 ¢ Cravo-da-india 22,50 f
Canela 2,28 f Canela 1,759
Pelicula 2%-+cravo 0,14 ¢ Pelicula 3%-+canela 1,629
Pelicula 3%+ cravo 0,08 ¢ Pelicula 2%+canela 1,509
Pelicula 2%+canela 0,03 ¢ Pelicula 3%+cravo 1,379
Pelicula 3%+canela 0,02 ¢ Pelicula 2%+cravo 1,559
Orégano 0,00 ¢ Pelicula 2%-+orégano 1,009
Pelicula 2%+orégano 0,00 ¢ Pelicula 3%-+orégano 0,87¢
Pelicula 3%+orégano 0,00 ¢ Orégano 0,00¢
Tecto SC 0,00 g Tecto SC 0,009

*Médias seguidas da mesma letra nas colunas ndo diferem entre si ao nivel de 5% de
probabilidade pelo teste Scott-Knott. CV(%)IVCM=6,69 CV(%)germinacdo de
conidios=10,52%

O oleo de canela isolado apresentou atividade antifungica, inibindo o
crescimento micelial e germinacdo em 2,28 mm/dia e 1,75%, respectivamente
(Tabela 3). Resultados semelhantes foram obtidos por Magbool, Ali e Alderson
(2010Db), com a utilizacdo do 6leo de canela; os autores verificaram inibicdo de
83,2% no crescimento e na germinacdo de esporos de C. musae. Também
atribuiram esses resultados ao elevado teor de cinamaldeido, no qual pode reagir
com proteinas e &cido nucleico e interferir nos processos celulares. Esse

composto juntamente com o eugenol, presentes em cascas de canela possuem
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propriedades antimicrobianas ja comprovadas na literatura (PATTNAIK;
PADHAN; JANA, 2010). Diante dessas informacdes e observacdo do resultado
da cromatografia para esse 6leo (Tabela 2), observa-se gue o trans-cinamaldeido
e 0 eugenol foram encontrados com elevados teores e, dessa forma, a sua
atividade antiflingica pode estar relacionada a esses compostos.

As peliculas 2 e 3%, combinadas com o éleo de tomilho, e os 6leos de
cravo-da-india, tomilho e capim-limdo isolados, apresentaram efeito
intermediario para o crescimento micelial cujas médias foram 7,10, 6,96, 6,62,
6,38 e 5,58 mm/dia, respectivamente. Na germinacdo de conidios, o efeito
intermedidrio foi verificado com o éleo de cravo-da-india isolado, apresentando
germinacéo de 22,50% (Tabela 3).

Varios autores ja relataram eficiéncia dos 6leos essenciais de cravo-da-
india, tomilho e capim-limdo em experimentos in vitro. Romero et al. (2009)
verificaram que o 6leo de tomilho promoveu inibicdo do crescimento micelial de
Corynespora cassiicola, Sclerotinia minor e C. musae, sendo esse ultimo inibido
totalmente na concentragdo de 5 pL/mL. Esse mesmo 6leo inibiu 100% o
crescimento de Colletotrichum gloeosporioides, nas concentracfes de 200, 250 e
300 pg/mL, entretanto, os autores ndo constataram redugdo da geminacdo com
uso do 6leo de tomilho e atribuiram esse fato a possivel volatilizacdo dos
compostos majoritarios presentes no mesmo (BARRERA-NECHA et al., 2008).
Carnelossi et al. (2009) observaram eficiéncia antimicrobiana do éleo de capim-
limdo com maior inibi¢cdo do crescimento micelial de C. gloeosporioides a
partir de 10 pL. Rozwalka et al. (2008) verificaram inibicdo total de Glomerella
cingulata e C. gloeosporioides com 6leo de cravo-da-india e, também, reducéo
de 100% no crescimento micelial de C. gloeosporioides com dleo de capim-
limdo. A acdo microbiana do 6leo cravo-da-india foi confirmada com a inibigéo
do crescimento micelial dos fungos C. musae e C. gloeosporioides (BARBOSA,
VIEIRA; TEIXEIRA, 2015; BARRERA-NECHA et al., 2008). Alguns autores



78

atribuiram a acdo microbiana desses Gleos aos compostos majoritarios timol,
citral e eugenol presentes no OETO, OECL e OECI, respectivamente. Segundo
Simdes e Spitzer (2000), a baixa eficiéncia de alguns éleos essenciais pode ser
atribuida a volatilizacdo dos compostos quimicos ou a instabilidade na presenca
de ar, calor, luz e umidade. Guimaraes et al. (2008) observaram a influéncia da
luz e temperatura na degradacdo dos constituintes principais do éleo de capim-
limdo. Com esses resultados é possivel observar que, apesar dos compostos
timol, citral e eugenol terem sido identificados como principais na constituicao
dos Oleos em questdo (Tabela 2), possivelmente, em vista das condigdes
ambientais e da elevada atividade volatil desses compostos quimicos, ndo
promoveram sensibilidade ao patégeno.

O surfactante Tween 20, utilizado para a solubilizacdo dos &leos
essenciais, estimulou o crescimento micelial (10,45 mm/dia) e a germinacéo de
conidios (87,37%) de C. musae ndo diferindo estatisticamente dos tratamentos
com os 0leos de tomilho e capim-liméo (Tabela 3).

As peliculas de fécula de mandioca 2 e 3% apresentaram crescimento
micelial de 10,53 e 10,20 mm/dia e germinacéao de conidios de 87,00 e 81,87%,
respectivamente (Tabela 3). Esses resultados confirmam as suas ineficiéncias, as
quais ndo diferiram, estatisticamente, no crescimento micelial dos controles
meio malte (10,63 mm/dia) e Tween 20 (10,45 mm/dia) e na germinacdo do
controle com Tween 20 (87,37%). Possivelmente, o alto teor de carboidratos
presente na fécula de mandioca estimulou o desenvolvimento de C. musae in
vitro. Porém, em razdo da escassez de trabalhos in vitro, envolvendo pelicula a
base de fécula de mandioca, mais estudos devem ser conduzidos para conhecer
melhor o comportamento dos compostos presentes na fécula e se eles exercem

alguma atividade sobre o crescimento micelial e germinacdo de C. musae.
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4.3 Experimento in vivo curativo

Os dados atenderam as pressuposicdes da ANOVA de aditividade,
independéncia dos erros e homogeneidade de varidncias. Houve diferenca
significativa (p<0,05) entre os tratamentos analisados.

Os melhores tratamentos foram as peliculas 2 e 3% isoladas, 0s 6leos
essenciais de cravo-da-india (OECI), capim-limdo (OECL) e tomilho (OETO)
isolados, os 6leos de tomilho e capim-limdo combinados com as peliculas 2 e
3%, e o 6Oleo de cravo-da-india associado apenas a pelicula 3% (Grafico 2). As
frutas tratadas com esses produtos apresentaram lesdes pouco desenvolvidas e

com boa aparéncia externa.
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Grafico 2 Tamanho da lesdo de antracnose em bananas tratadas de forma
curativa em funcédo dos tratamentos. CONT1: dgua destilada; OEOR:
6leo essencial de orégano CONT2: Tween 20; OECA: 6leo essencial
de canela; CONT3: fungicida Tecto SC; P3%+OEOR: pelicula 3%
combinada com o6leo essencial de orégano; P2%+OEOR: pelicula
2% combinada com 6éleo essencial de orégano; P2%+OECA:
Pelicula 2% combinada com 6leo essencial de canela; P3%+0OECA:
Pelicula 3% combinada com 6leo essencial de canela; P2%+OECI:
Pelicula 2% combinada com o6leo essencial de cravo-da-india;
P2%+0OECL.: Pelicula 2% combinada com éleo essencial de capim-
limdo; P3%+OETO: Pelicula 3% combinada com 6leo essencial de
tomilho; P2%+OETO: Pelicula 2% combinada com 6leo essencial de
tomilho; OECI: 6leo essencial de cravo-da-india; P3%+OECL:
Pelicula 3% combinada com 0leo essencial de capim-limdo; OECL.:
6leo essencial de capim-limdo; P2%: pelicula fécula de mandioca
2%; P3%+OECI: Pelicula 3% combinada com o6leo essencial de
cravo-da-india; OETO: 0leo essencial de tomilho; P3%: pelicula
fécula de mandioca 3%. *Tratamentos seguidos da mesma letra ndo
diferem entre si ao nivel de 5% de probabilidade pelo teste Scott-
Knott. CV(%)=10,28



81

Resultados semelhantes foram evidenciados, em frutos de maméo, que
apresentaram menores lesdes quando tratados com Oleos de capim-limao,
eucalipto, menta e estragdo (CARNELOSSI et al., 2009). O 6leo de capim-limao
reduziu a severidade da antracnose em sorgo, quando foi aplicado em ensaio
curativo e preventivo (SARMENTO-BRUM et al., 2013). Oliveira (2013)
obteve 100% de controle de antracnose em mamdes tratados com pelicula de
fécula de mandioca 3% associada ou ndo a 6leos essenciais de cravo-da-india,
tomilho, capim-limao, canela e palmarosa.

Ao contrario do experimento in vitro, os 6leos essenciais de canela
(OECA) e orégano (OEOR), associados ou ndo com as peliculas 2 e 3%, nao
foram eficientes no controle da antracnose; nos mesmos ndo combinados com as
peliculas, as lesdes foram maiores, apresentando tamanhos de 10,35 e 10,68 cm?,
respectivamente, ndo diferindo estatisticamente entre si (Grafico 2). Em vista
dos resultados ja apresentados na analise cromatografica para esses 6leos
(Tabela 2), essa ineficiéncia in vivo pode estar relacionada com a sua elevada
volatilidade, a qual ndo permitiu que os componentes principais identificados
nesses 0Oleos interferissem no desenvolvimento do patégeno. Todavia, em outros
trabalhos, foram observados efeitos positivos desses dleos no controle de varias
doencas (HONG et al.,, 2015; MAQBOOL; ALI; ALDERSON, 2010b;
PEREIRA et al., 2011).

O fungicida Tecto SC apresentou baixa eficiéncia no controle de C.
musae, cujo tamanho da lesdo foi 9,89 cm? ndo diferindo estaticamente dos 6leos
citados anteriormente e dos controles agua destilada e Tween 20 que
apresentaram lesées com tamanhos de 11,04 e 10,54 cm?, respectivamente
(Gréfico 2). Esses tratamentos proporcionaram as frutas lesdes escuras bem
desenvolvidas. Isso, possivelmente, ocorreu em funcdo do uso frequente do
fungicida, promovendo estirpes de fungos resistentes. Resultados semelhantes

foram encontrados com os fungicidas thiabendazol e tiofanato metilico, os quais
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promoveram ineficiéncia no controle de C. gloeosporioides em frutos de mamao
(TAVARES; SOUZA, 2005).

As peliculas de fécula de mandioca 2 e 3% foram eficientes no controle
da antracnose, associadas ou ndo com alguns 6leos essenciais, sendo bem mais
expressivas na concentragdo de 3% cujo tamanho médio das lesdes foi 1,35 cm?
(Gréfico 2). Essas informacdes, também, foram confirmadas por outros autores,
utilizando pelicula de fécula de mandioca (ORIANI et al., 2014) e outros tipos
de peliculas como a quitosana, na qual reduziu em 63% a antracnose em banana
(CARRE et al., 2006). O bom desempenho das peliculas apenas in vivo pode ser
atribuido a alguma propriedade da fécula que age de maneira diferenciada na
fruta provocando um obstaculo ao desenvolvimento do patégeno. Porém, sdo
necessarios mais estudos visando verificar, principalmente, a influéncia da
fécula de mandioca nas caracteristicas sensoriais, fisicas e bioquimicas da
banana. Esses e outros requisitos sdo fundamentais para prevenir distlrbios
fisioldgicos e prolongar a vida Util dos frutos.

No teste de longevidade, as frutas provenientes dos melhores
tratamentos ap6s o término das avaliagbes permaneceram com boa aparéncia
visual por mais seis dias, apresentando lesdes pequenas e pouco desenvolvidas,
evidenciando condi¢des adequadas para o consumo. Desse modo, vale ressaltar a
importancia dessa etapa para a exportacdo e comercializacdo de frutas, visto que
0 mercado é exigente por frutas com boa qualidade e maior durabilidade de
prateleira.

Nas observacGes das imagens realizadas em microscopia eletrnica de
varredura, foi possivel confirmar os resultados apresentados anteriormente. Nas
Figuras 1A e 1B, observa-se intensidade de hifas desenvolvidas, decorrente da
acdo do patdégeno na superficie de frutas imersas apenas em &gua destilada e
Tween 20, respectivamente. No tratamento com fungicida, foi possivel observar

germinacdo de conidios, 0s quais sdo responsaveis pelo inicio do processo
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infeccioso, que leva ao desenvolvimento da doenga, confirmando, assim, a
ineficiéncia do Tecto SC no controle curativo de C. musae (Figura 1C).

As peliculas a base de fécula de mandioca 2 e 3% isoladas interferiram
nos eventos de germinacgdo e penetragdo do processo infeccioso de C. musae em
bananas. Formaram uma camada protetora que retardou o desenvolvimento do
patdgeno e impediu a germinacdo de conidios, deixando-os firmemente aderidos
a ela (Figuras 1D e 2A). Esses resultados corroboram com os obtidos por
Oliveira (2013), os quais observaram uma barreira protetora com a aplicagdo da
pelicula de fécula de mandioca a 3% em frutos de mamdo e impediu o

desenvolvimento de lesbes de C. gloeosporioides.

20 pm

Figura 1 Eletromicrografias de varredura de fragmentos da casca de bananas,
infectadas com C. musae. A e B: hifas bem desenvolvidas em
superficie de frutas tratadas com agua destilada e Tween 20,
respectivamente. C: conidios germinados e hifas na superficie de fruta
tratada com fungicida Tecto SC. D: camada protetora, promovida pelas
peliculas 2 e 3%. hi: hifas, cg: conidio germinado
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A pelicula 2%, quando combinada com os OECL e OETO, promoveu
efeito sinérgico, porém combinada com os OECI, OECA e OEOR provocou
intensa colonizagdo, desenvolvimento de hifas ramificadas e ruptura da cuticula

com formacdo de acérvulo, respectivamente (Figuras 2B, 2C e 2D).

20 pm
—

Figura 2 Eletromicrografias de varredura de fragmentos da casca de bananas,
infectadas com C. musae. A: conidios ndo germinados aderidos a
camada protetora, promovida pelas peliculas 2 e 3%. B, C e D:
colonizacéo intensa, hifas ramificadas bem desenvolvidas e ruptura da
cuticula com presenca de acérvulo resultante da acdo da pelicula 2%
combinada com os O6leos essenciais de cravo-da-india, canela e
orégano, respectivamente. hi: hifas, co: conidio, ar: acérvulo

Nos fragmentos coletados dos tratamentos com pelicula 3% associada
aos OETO e OECL, foi observada casca da fruta sem alteracGes com conidios
ndo germinados (Figura 3A). Entretanto, nas frutas tratadas com pelicula 3% e
6leo de orégano, foi possivel verificar penetracdo de tubo germinativo pelo
estdbmato (Figura 3B).



20 pm

Figura 3 Eletromicrografias de varredura de fragmentos de casca de bananas,
infectadas com C. musae. A: conidios ndo germinados na casca de
fruta tratada com pelicula de fécula de mandioca 3%-+06leo essencial
de tomilho. B: penetracdo de tubo germinativo pelo estdmato em fruta
tratada com pelicula de fécula de mandioca 3%+dleo essencial de
orégano. C: superficie externa da banana inalterada tratada com 6leo
essencial de cravo-da-india. D: conidio ndo germinado na casca de
fruta tratada com 0leo essencial de capim-lim&o. E e F: colonizagdo no
local da inoculacéo e hifas bem desenvolvidas resultante da agdo dos
6leos essenciais de canela e orégano, respectivamente. co: conidio, tg:
tubo germinativo, es: estdmato, hi: hifas
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Nas imagens referentes & acédo isolada dos 6leos essenciais de cravo-da-
india e tomilho, observaram-se a superficie externa da fruta intacta sem
deformacdes e conidio ndo germinado, respectivamente (Figuras 3C e 3D).
Entretanto, nas frutas tratadas com os 6leos de canela e orégano, observaram-se
intensa colonizacdo no local da inoculagdo e hifas bem desenvolvidas (Figuras
3E e 3F). Esses 0Oleos essenciais ndo promoveram alteracdes ultraestruturais no
patdgeno, provavelmente, em virtude da sua baixa fixagcdo na casca das bananas,
0 que acarretou na manifestacdo da antracnose. Diversos autores ja relataram o
modo de acdo de Oleos essenciais sob fitopatdgenos. Por meio da MEV,
Rozwalka (2010) observou, em goiabas tratadas com o6leo de tomilho,
colapsamento de hifas e da extremidade do tubo germinativo dos conidios.
Borges (2011), também, observou que o 6leo essencial de cravo-da-india néo
promoveu alteragdo no tecido da casca de bananas.

4.4 Experimento in vivo preventivo

Apo6s a confirmacdo das pressuposicoes da analise de variancia,
constatou-se que houve diferenca significativa (p<0,05) entre os tratamentos.

Os tratamentos que proporcionaram melhor controle preventivo da
antracnose foram os 6leos essenciais de capim-limao (OECL) e tomilho (OETO)
isolados, as peliculas 2 e 3% isoladas e associadas com os 6leos de capim-limao
e tomilho e o fungicida Tecto SC ndo apresentaram diferenga significativa entre
si (Gréfico 3). O tamanho médio das lesdes nesses tratamentos foi em torno de
1,88 cm?. As bananas tratadas com esses produtos mostraram-se protegidas com

lesdes controladas.
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Gréafico 3 Tamanho da lesdo de antracnose em bananas tratadas de forma
preventiva em funcdo dos tratamentos. CONT1: &gua destilada;
CONT2: Tween 20: OEOR: 6leo essencial de orégano; OECA: 6leo
essencial de canela; OECI: 0leo essencial de cravo-da-india;
P2%+0OEOR: pelicula 2% combinada com Oleo essencial de
orégano; P3%+OEOR: pelicula 3% combinada com 6leo essencial
de orégano; P2%+OECI: pelicula 2% combinada com 6leo essencial
de cravo-da-india; P3%+OECI: pelicula 3% combinada com 6leo
essencial de cravo-da-india; P2%+OECA: pelicula 2% combinada
com o6leo essencial de canela; P3%+OECA: pelicula 3% combinada
com 6leo essencial de canela; P2%+OETO: pelicula 2% combinada
com Oleo essencial de tomilho; P2%+OECL: pelicula 2%
combinada com Oleo essencial de capim-limdo; OETO: o6leo
essencial de tomilho; P3%+OECL: pelicula 3% combinada com
6leo essencial de capim-limdo; P3%+OETO: pelicula 3%
combinada com 6leo essencial de tomilho; P2%: pelicula de fécula
de mandioca 2%; OECL: dleo essencial de capim-limdo; P3%:
pelicula de fécula de mandioca 3%, CONT3: fungicida Tecto SC
*Tratamentos seguidos da mesma letra ndo diferem entre si ao nivel
de 5% de probabilidade pelo teste Scott-Knott. CV(%)= 6,06
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Muitos estudos, também, comprovaram que 6leos essenciais de capim-
limédo e tomilho associados ou ndo com peliculas foram eficientes no controle de
doencas. Bosquez-Molina et al. (2010) indicaram que a combinacdo de goma de
algaroba a 10% e Oleo de tomilho a 0,1% provocou reducdo de 100% da
antracnose em frutos de mamao. Em abacate, o 6leo de tomilho a 1% em
combinagdo com quitosana a 1% reduziu as lesbes provenientes da antracnose
(BILL et al., 2014). Moura et al. (2012) constataram, em frutos de maracuja,
reducdo na severidade da antracnose com a utilizacdo do 6leo de capim-liméo na
concentragdo de 0,1%. Lesdes em pimentas foram reduzidas pelo efeito de
diversos Gleos essenciais, incluindo canela, capim-limao e tomilho (HONG et
al., 2015). Garcia et al. (2008) constataram, com aplicacéo de citral a 1,0% em
frutos de mamao e bananas, reducdo de 70% no desenvolvimento de leses.
Esses autores atribuiram a atividade antifingica do 6leo de capim-limdo a
presenca elevada de citral na sua constituicdo, o qual, também, foi identificado
neste estudo em maiores quantidades (Tabela 2).

A eficiéncia do fungicida Tecto SC apenas de forma preventiva e nao
curativa, possivelmente, esta relacionada ao mecanismo de a¢do do produto que
atua como inibidores da biossintese de tubulina no nucleo celular, impedindo a
germinacdo do conidio. Além disso, segundo recomendacdes do fabricante, a
aplicacdo desse produto deve ser realizada em frutas verdes, as quais devem ser
imersas na solucéo ou pulverizadas, logo apoés a colheita. De forma semelhante,
Negreiros et al. (2013), também, verificaram controle da antracnose em frutas de
banana ‘Prata’ com a utilizagdo do fungicida Tecto SC.

Os 0leos essenciais de cravo-da-india (OECI), canela (OECA) e orégano
(OEOR) isolados e, em associacdo com as peliculas 2 e 3%, ndo foram eficientes
no controle da doenca, visto que as frutas tratadas com 6leo de orégano tiveram
maior desenvolvimento das lesdes com tamanho médio de 9,94 cm? (Gréfico 3).

Os compostos majoritarios, identificados nesses Oleos (Tabela 2), néo
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desempenharam acdo no patdgeno na superficie da fruta aumentando o tamanho
das lesbes, devido a provavel interferéncia das caracteristicas dos o0leos
essenciais como concentracdo, volatilizacdo, solubilidade limitada em agua e
instabilidade na presenca de luz, calor e umidade (SIMOES; SPITZER, 2000).

No teste de longevidade para o controle preventivo, as frutas oriundas
dos melhores tratamentos, apds o término das avaliagdes, permaneceram em
bancada por mais sete dias, apresentando bom aspecto visual e condigdes
apropriadas para o consumo e, também, para o comércio, que procura por frutas
com vida atil mais prolongada.

Por meio das imagens obtidas na microscopia eletrdnica de varredura,
foi possivel visualizar o desenvolvimento normal do patdgeno, com presenca de
hifas colonizando o epicarpo da fruta imersa apenas em agua destilada (Figura
4A). Como esperado, o fungicida causou degradagdo celular e retardou a
germinacéo do fungo (Figura 4B).
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Figura 4 Eletromicrografias de varredura de fragmentos de casca de bananas,
infectadas com C. musae. A: hifas de C. musae bem desenvolvidas no
epicarpo de fruta imersa em &gua destilada. B: conidios nao
germinados em fragmento de fruta tratada apenas com fungicida Tecto
SC. C e D: barreira protetora e conidios ndo germinados em frutas
tratadas com pelicula a base de fécula de mandioca a 2 e 3%,
respectivamente. E e F: hifas colapsadas e conidios ndo germinados
em cascas de bananas sob o efeito da pelicula de fécula de mandioca
2%+0leo essencial de tomilho e da pelicula de fécula de mandioca
3%+0leo essencial de capim-limdo, respectivamente. hi: hifas, co:
conidio, hc: hifas colapsadas
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Semelhante ao experimento curativo, as peliculas 2 e 3%, isoladamente,
promovem alteragdes ultraestruturais no patégeno. Nas imagens obtidas por
MEV, foi possivel observar uma barreira protetora no epicarpo da fruta e,
também, alguns conidios ndo germinados sem formacao de hifas (Figuras 4C e
4D). Em frutos de goiaba foi observado que &reas revestidas totalmente com
pelicula de fécula de mandioca a 2% houve limitacdo da colonizacdo e
reproducdo de C. gloeosporioides. Porém, a penetracdo do patogeno foi
favorecida em frutos revestidos de forma desuniforme (ROZWALKA, 2010).
Portanto, é importante ressaltar que, na etapa de preparo e revestimento de frutos
com peliculas biodegradaveis, é necessario tomar cuidados para gque toda a
superficie externa dos frutos seja coberta de maneira uniforme e, assim, evitar
areas de escape que permitam a entrada de micro-organismos. Diante desses
conhecimentos, acredita-se que a eficiéncia das peliculas possa estar relacionada
ao recobrimento correto e uniforme nas bananas.

A associacdo das peliculas 2 e 3% com alguns 6leos promoveram efeito
sinérgico, por exemplo, com os 6leos de tomilho e capim-limdo houve formacéo
de hifas colapsadas e inviabilizacdo da germinacéo, respectivamente (Figuras 4E
e 4F). Resultados semelhantes foram constatados por Rozwalka (2010), ao
observar que a pelicula 2%, incorporada ou ndo aos 6leos de palmarosa, tomilho,
cravo-da-india, canela e capim-limao a 0,1% reduziu a antracnose em frutos de
goiaba e promoveu uma camada protetora que impediu a germinacdo de C.
gloeosporioides.

Os oleos aplicados de maneira isolada provocaram agdes distintas no
patégeno. Foi possivel verificar conidios sem germinar e deformados,
evidenciando acdo protetora dos OECL e OETO (Figuras 5A e 5B). Zambonelli
et al. (1996), também, observaram por meio da MEV a a¢do do 6leo de tomilho
atuando na degeneracdo de hifas, extravasamento celular e inviabilizacdo da

germinacgéo de Colletrotrichum lindemuthianum e Pythium ultimum. Rozwalka
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(2010) observou, em goiabas tratadas com 6leo de tomilho, o colapsamento de
hifas e tubo germinativo dos conidios de C. gloeosporioides.

Figura 5 Eletromicrografias de varredura de fragmentos de casca de bananas,
infectadas com C. musae, A e B: conidios deformados em bananas
tratadas com os 6leos de tomilho e capim-lim&o, respectivamente. C e
D: hifas longas e uniformes promovidas pela acéo dos 6leos essenciais
de canela e orégano, respectivamente. co: conidios, hi: hifas

Nos fragmentos coletados a partir de frutas tratadas com os OECI,
OECA e OEOR foi observado desenvolvimento normal do patégeno com
formacdo de hifas alongadas e uniformes (Figuras 5C e 5D). Resultados
diferentes indicaram que o 6leo de canela foi capaz de reduzir a incidéncia e
severidade da cercosporiose em café e provocar extravasamento do contetdo

celular agindo diretamente no patogeno (PEREIRA et al., 2011).
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Alguns tratamentos apresentaram efeitos relevantes tanto isolados como
combinados, isso pode estar relacionado com algumas propriedades da fécula de
mandioca e com caracteristicas dos 0leos essenciais, entre elas, volatilizagdo,
solubilidade, concentracdo e condicdes ambientais de umidade, luz e
temperatura (GUIMARAES et al., 2008; SIMOES; SPITZER, 2000). Porém
existe uma grande complexidade nos mecanismos de ac¢do dos Gleos essenciais e
da fécula de mandioca que ainda ndo sdo conhecidos, podendo ocorrer
desnaturacdo de proteinas e desintegracdo de membranas durante o processo
infeccioso do patégeno (JANSSEN, 2000). Isso indica que Sa0 necessarios mais
estudos que investiguem esses e outros aspectos ligados a atuacdo desses

produtos alternativos na pds-colheita de frutiferas.
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5 CONCLUSOES

A aplicacdo do 6leo essencial de orégano in vitro inibe totalmente o
crescimento micelial e germinacdo dos conidios de Colletrotrichum musae.

As peliculas 2 e 3% ndo exercem atividade sobre o fungo in vitro, mas
in vivo impedem a germinacao e penetracao do patdgeno em bananas.

Os 6leos essenciais de capim-limdo e tomilho, as peliculas 2 e 3%, assim
como a combinacdo dos mesmos, sdo eficientes na reducdo de lesdes da
antracnose, em bananas tratadas de forma curativa e preventiva, podendo serem
indicados (as) como estratégia viavel no controle alternativo pés-colheita.

A MEV é uma ferramenta adequada para visualizar as alteracGes
ultraestruturais no patdégeno promovidas pela acdo das peliculas 2 e 3% e dos

0leos essenciais.
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