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RESUMO GERAL

O presente trabalho foi realizado com o objetivo de aprimorar
metodologia eficiente de inoculacdo de Colletotrichum gloeosporioides e avaliar
o potencial uso da pelicula de amido de mandioca, associada ou ndo a fungicida
ou Oleos esséncias, no controle da matura¢do e da antracnose em mamao pos-
colheita. Na busca de um método eficiente de inoculagdo do fungo, o estadio de
maturagdo mais avancado (3), facilita, em utilizando o método 1 (ferimento com
cinco furos com uma agulha de metal de Imm de diametro), a reproducdo mais
rapida e uniforme dos sintomas de antracnose. Na avaliacdo das concentragdes
de amido de mandioca a 1%, 2%, 3% e 4% para formagdo de pelicula no
mamao, todas as peliculas nessas concentragdes de amido de mandioca
controlaram a maturagdo e a incidéncia de antracnose, sendo de 100% o controle
para as concentracdes acima de 2%. Para a avaliacdo da pelicula de amido de
mandioca, associada a fungicida e 6leos essenciais de Cinnamomum zeylanicum
(canela), Cymbopogon citratus (capim limdo), Syzygium aromaticum (cravo-da-
india), Cymbopogon martinii (palmarosa) e Thymus vulgaris (tomilho), foi
utilizado o fungicida thiabendazol em mamdes inoculados com C.
gloeosporioides como controle positivo e frutos apenas inoculados com C.
gloeosporioides como controle negativo. Nesse experimento ficou comprovada a
eficiéncia da pelicula de amido de mandioca a 3%, sendo que, por si sé
controlou a maturagdo e a incidéncia de antracnose. A pelicula de amido de
mandioca a 3% associada aos 6leos essenciais ou fungicida potencializa ainda
mais sua eficiéncia no controle da antracnose.

Palavras-chave: Colletotrichum gloeosporioides. Patologia pos-colheita. Carica
papaya.



GENERAL ABSTRACT

The present study was conducted in order to improve a method of
inoculation of Colletotrichum gloeosporioides and evaluate the use potential of
cassava starch film, with or without fungicide or essential oils in the control of
maturation and anthracnose in post harvesting of papaya fruits. In the search for
an efficient method of inoculation of the fungus, the most advanced stage of
maturation (3), it was the best, when using the method 1 (wound with five holes
with a metal needle of Imm diameter), playing faster and uniform symptoms of
anthracnose. In assessing concentrations of cassava starch at 1%, 2%, 3% and
4% for film formation in papaya fruits, all these films concentrations of cassava
starch controlled ripening and incidence of anthracnose, however, the control it
was of 100% to concentration of 2% or higher. For the evaluation of cassava
starch film, associated with fungicide and essential oils of Cinnamomum
zeylanicum (cinnamon), Cymbopogon citratus (lemon grass), Syzygium
aromaticum (clove), Cymbopogon martinii (palmarosa) or Thymus vulgaris
(thyme), was used the fungicide thiabendazole it was as positive control and
only fruit inoculated with C. gloeosporioides as a negative control. In this
experiment it was proved the efficiency of cassava starch film at 3%, whereas,
by itself controlled ripening and incidence of anthracnose. The cassava starch
film at 3% associated with essential oils or fungicide further enhances its
efficiency in controlling anthracnose.

Keywords: Colletotrichum gloeosporioides. Postharvest healthy. Carica papaya.
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CAPITULO 1 Introducao Geral

1 INTRODUCAO

As frutas sempre fizeram parte da dieta humana, servindo como
complemento alimentar de fundamental importancia, pois o seu consumo
adequado ajuda a regular o organismo e protegé-lo de varias infecgdes. O
consumo diario de fruta é essencial para se ter uma vida ativa e saudavel. De
acordo com a Organizacdo Mundial da Satide (OMS) o consumo recomendado ¢
de 400 g/dia no minimo.

Os aspectos funcionais e/ou nutracéuticos sdo fatores que contribuem
para a elevacdo do consumo e, consequentemente, para o aumento das areas
plantadas de diversas frutas, inclusive frutas nativas das mais diferentes regioes
do Brasil.

Uma das frutas nativas da Amazonia que se destaca pelo seu alto
consumo ¢ o mamdo (Carica papaya L.),e isso se deve as suas caracteristicas
sensoriais, nutricionais (fonte dietética de sais minerais, vitaminas e fibras) e
propriedades funcionais (digestiva e laxativa).

No Brasil, a cultura do mamao apresenta crescimento significativo e o
grande desafio ¢ produzir com qualidade, sem infringir os planos de politicas
publicas que garantam a seguranca de alimentos. E para atender a essas
exigéncias, o Brasil precisa combater, de forma sustentavel, as doencas em
mamado causadas, principalmente, por fungos que sdo responsaveis por
consideraveis perdas na pos-colheita. O mamao, por possuir padrdo respiratdrio
climatério, caracteriza-se por ser altamente perecivel em temperatura
ambiente,sendo que, em qualquer grau de maturagdo requer cuidados especiais
por ser suscetivel a danos mecanicos,além das injurias poder servir como porta

de entrada para diversos patdgenos.
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Das varias doengas fungicas que atacam o mamao, a antracnose, causada
por Colletotrichum gloeosporioides, ¢ a principal responsavel por essas perdas.
Devido a isso, varios métodos para a inibi¢do do desenvolvimento deste fungo
sdo recomendados € o mais comum € o uso de fungicidas sintéticos que,
comparado aos outros métodos, € relativamente facil. Embora considerado vilao,
o controle quimico frequentemente propicia resultados efetivos, porém, a nao
observancia de dosagens, o desrespeito ao periodo de caréncia e o uso de
principios ativos nao registrados para a cultura oferecem risco a saude humana e
danos irreparaveis ao ambiente.

Compostos organicos naturais, como extratos, decoctos e o0leos
essenciais, extraidos de plantas constituem em alternativa viavel e desejavel para
inibicdo do desenvolvimento de C. gloeosporioides por causa de suas
propriedades fungitoxicas, atacando diretamente o patogeno.

Por outro lado, estudos feitos com peliculas biodegraddveis mostraram
que as caracteristicas fisico-quimicas do mamao sdo mantidas devido ao retardo
no processo de maturacdo dificultando a contaminagdo por microrganismo,
atingindo-os de forma indireta. Peliculas a base de amido por serem abundantes
e possuirem baixo custo, também podem servir como alternativa para diminuir o
impacto negativo causado pelas embalagens de polimeros sintéticos.

Os relatos sobre a eficiéncia de peliculas biodegradaveis na conservagao
de frutas e hortalicas durante o processo de maturagdo, e, de fungicidas e o6leos
essenciais no controle de fitopatdégenos, fundamentaram a seguinte hipdtese:
caso o uso de pelicula a base de amido de mandioca, associada ou ndo a
fungicida e 6leos essenciais, sejam eficientes na inibicdo do desenvolvimento de
C.gloeosporioides e no retardo no processo de maturagdo em frutos de
mamoeiro, constituirdo um método potencial para prolongar a vida util do fruto

conservando as caracteristicas fisico-quimicas e mantendo-o livre de antracnose.
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A infec¢do causada por C. gloeosporioides comumente inicia-se em

campo nos frutos ainda imaturos, no entanto, a sua agressividade aumenta

quando o fruto comeca a amadurecer e, por consequéncia, os sintomas

aparecem,

sendo responsavel por perdas durante as etapas de transporte,

embalagem e comercializa¢do, evidenciando a importancia deste trabalho com o

objetivo geral de avaliar o potencial uso da pelicula a base de amido de

mandioca, combinada ou ndo a fungicida ou 6leos esséncias, no controle da

antracnose em mamao pods-colheita. Considerando o exposto os objetivos

especificos deste estudo foram:

a)

b)

d)

e)

aprimorar metodologia de inoculagdo de C. gloeosporioides em
mamao;

avaliar pelicula a base de amido de mandioca, aplicada em
mamoes,no retardo da maturacao;

avaliar a pelicula a base de amido de mandioca, aplicada em
mamdes, no controle da antracnose;

avaliar o efeito integrado da pelicula a base de amido de mandioca
com Oleos essenciais sobre a infecgdo de C. gloeosporioides em
frutos de mamoeiro;

avaliar o efeito integrado da pelicula a base de amido de mandioca
com fungicida thiabendazol sobre a infec¢do de C. gloeosporioides

em frutos de mamoeiro.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Origem e classificacdo botanica do mamoeiro (Caricapapaya L.)

Em 1535 Ovideo, em carta dirigida ao rei da Espanha, mencionou pela
primeira vez a existéncia de mamoeiro na América Central (SIMAO, 1998).
Avistada por espanhois no Panama na época das grandes navegacdes
(OLIVEIRA et al., 1994), a planta era conhecida, até¢ entdo, apenas por
amerindios.

O mamoeiro ¢ uma Dicotiledonea que pertence a ordem Brassicales e
familia Caricaceae da qual fazem parte 35 espécies, compreendidas em seis
géneros: Horovitzia (uma espécie), Jacaratia (sete espécies), Jarilla (trés
espécies), Vasconcellea (21 espécies) e Carica (uma espécie), originarios do
continente americano, enquanto o género Cylicomorpha (duas espécies) pertence
ao continente africano (DROOGENBROECK et al., 2004).

Dos géneros, destaca-se o Carica com a espécie Carica papaya, a unica
de valor comercial e a mais conhecida. Tem como centro de origem o noroeste
da América do Sul — vertente oriental dos Andes, ou, mais precisamente, a Bacia
Amazodnica Superior, onde sua diversidade genética ¢ maxima (OLIVEIRA et
al., 1994).

A Carica papaya ¢ uma das fruteiras mais cultivadas no mundo, estando
hoje difundida em varios paises a 32° de latitude norte e sul, mas, é em latitudes
mais restritas, compreendida entre os tropicos de Cancer e Capricornio, que se
localizam as regides onde seu cultivo tem importancia econdmica (ALVES,

2003).
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A origem da cultura do mamoeiro ndo ¢ definida com precisdo, sendo
que a maioria dos pesquisadores considera que seu cultivo teve inicio na

América do Sul, América Central ou no Sul do México.

2.2 Cultura e principais cultivares de mamoeiro

A cultura desenvolve-se, satisfatoriamente, em locais com temperatura
média anual de 25 °C, com limites entre 21 °C e 33 °C, e precipitagdo
pluviométrica de 1.500 mm anual bem distribuida (SERRANO; CATTANEO,
2010). Tem como caracteristicas principais: rapido desenvolvimento, facil
propagac¢do, frutificacdo precoce e quase uniforme durante o ano inteiro
(MARIN, 2004). Podendo assim, apresentar alta produtividade, com uso de
praticas culturais como desbrota, sexagem e desfrute, o que demanda grande
mao-de-obra e, com isso, a fixagdo do homem no campo evitando o éxodo rural.

A principal importancia de cultivo do mamoeiro é o grande
aproveitamento de seu fruto, que tanto pode ser consumido maduro ao natural,
ou verdes, em doces industrializados, ou ainda para extracdo da papaina ou
pectina (PERES et al., 2000).

As cultivares de mamoeiro mais exploradas no Brasil sdo classificadas
em dois grupos: ‘Solo’ e ‘Formosa’. As cultivares do grupo ‘Solo’ possuem alto
potencial de endogamia, e seus frutos, de menor tamanho (= 0,35 a 0,70 kg), sdao
destinados para o mercado interno e, principalmente, para o mercado externo. As
principais cultivares do grupo ‘Formosa’ sdo hibridas importadas que produzem
frutos de maior tamanho (>1,0 kg) que sdo destinados, principalmente, ao
mercado interno. Os municipios de Pinheiros-ES, Prado-BA e Porto Seguro-BA
sdo os maiores produtores de mamao do grupo ‘Formosa’ principalmente o
hibrido importado ‘Tainung 01°. No Espirito Santo os municipios de Linhares ¢

Sooretama sdo os maiores produtores de mamao do grupo ‘Solo’ principalmente
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‘Golden’ e ‘Golden THB’ para exportacdo ¢ ‘Sunrise Solo’ para o mercado

nacional (SERRANO; CATTANEOQ, 2010).

2.3 Importéancia econdmica do maméo

O Brasil € um grande consumidor de mamao, tendo a maior parte de sua
produgdo destinada para o mercado interno. Em 2010 a produgfo brasileira foi
de 1.871.300 ton permanecendo como segundo maior produtor mundial de
mamao, perdendo apenas para a India, e, nesse mesmo ano, exportou menos de
2% de sua produgdo, o que fez ficar na segunda posi¢do no ranking mundial de
exportagdes, atrds apenas do México. Vale destacar que os paises que mais
importaram mamao em 2010 foram Estados Unidos, Cingapura e Canada, e que,
s6 os Estados Unidos importaram mais de 50% da producdo mundial
(AGRIANUAL, 2013).

Dentre os frutos tropicais produzidos no Brasil em 2001, o mamao
encontrava-se listado na pauta de exportagcdes, com uma tendéncia de
crescimento no mercado futuro (LIMA et al., 2001) e hoje ¢ uma das frutas mais
exportadas pelo pais. S3o os estados da Bahia e do Espirito Santo os maiores
produtores e exportadores deste fruto, com producdo de 910.131ton/ha e
613.734 ton/ha, e, area colhida de 15.031 ha e 7.133 ha, respectivamente, em
2010. Nesse mesmo ano o volume exportado pelo Brasil foi de 27.057 toneladas
(AGRIANUAL, 2013) com o estado do Espirito Santo respondendo por 50% do
total exportado pelo pais (SERRANO; CATTANEO, 2010).
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2.4 A antracnose

Por se tratar de fruto tropical, o0 mamao requer cuidados especiais, pois
em qualquer grau de maturagdo, ele ¢ suscetivel a danos mecanicos. Estas
injurias podem servir como porta de entrada para diversos patdégenos, o que
resulta numa grande incidéncia de doencas.

Em mamao as doengas pos-colheita sdo importantes na reducdo da
producdo e da qualidade dos frutos, sendo a antracnose causada por
Colletotrichum spp. a mais grave delas.

Sua ocorréncia pode ser em associagdo, como no caso de cultivares de
mamio encontradas em Trinidad, onde 79% eram Colletotrichum
gloeosporioides e 21% eram Colletotrichum truncatum (RAMPERSAD, 2011),
ou, simplesmente, apenas C. gloeosporioides, como no Brasil, onde o agente
causal da antracnose em mamao tem sido referido apenas como tal, e, ¢ provavel
que essa doenga ocorra em todas as regides tropicais e subtropicais onde o
mamoeiro ¢ cultivado (LIBERATO; ZAMBOLIM, 2002), embora, resultados
como em Phoulivong et al. (2010), por meio de analise filogenética utilizando
25 isolados de frutas tropicais, inclusive o mamao, de Laos e Tailandia,
mostrarem ndo ser dessas duas espécies. A analise filogenética, no entanto,
mostrou que a maioria dos isolados incluidos no estudo pertencem a um
complexo chamado de ‘gloeosporioides’.

O género Colletotrichum pertence a classe Ascomycetes e além de
apresentar ampla distribuicao geografica causando, principalmente, doengas pos-
colheita em frutos como: Persea americana (abacate), Mangifera indica
(manga), Passiflora edulis (maracuja) e Carica papaya (mamio) (PERES et
al.,2002), ¢ também notoriamente varidvel em relagdo a determinadas
caracteristicas, destacando-se a patogenicidade (SERRA et al., 2011). Portanto a

ocorréncia de populagdes de espécies de Colletotrichum com comportamento
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patogénico diferenciado pode determinar variagdes na expressdo da doenca
(FREEMAN; KATAN; SHABI, 1998).

Embora seja confusa, devido a ampla variabilidade morfofisiologica e
patogénica (SERRA et al., 2011), a identificagdo da espécie de Colletotrichum,
responsavel por antracnose em frutiferas, ¢ fundamental para o desenvolvimento

e implantacdo de métodos eficientes no controle da doenga.

2.5 Etiologia do Colletotrichum gloeosporioides

Colletotrichum gloeosporioides (Penz.) Sacc., forma anamorfica
(assexuada) do fungo Glomerella cingulata (AGRIOS, 2005), ¢ um patdégeno
facultativo: pode viver tanto como saprofita na matéria organica degradada
como hospedeiro de planta viva (NESHER et al., 2011).

O desenvolvimento do C. gloeosporioides ¢ favorecido por temperatura
¢ umidade relativa elevadas (AGRIOS, 2005). O fungo produz conidios
unicelulares, hialinos, cilindricos, com terminagdes obtusas ou elipsoides e
dimensdes de 7-20 x 2,5-5um que sdo liberados pelos conidiéforos formados em
acérvulos, com formacdo de setas (RESENDE;MARTINS, 2005). A
sobrevivéncia do fungo ocorre em restos de cultura de onde os conidios sdo
dispersos por respingo da chuva, correntes de ar, insetos, ferramentas e etc
(RESENDE; MARTINS, 2005; TAVARES; SOUZA, 2005).

Tais conidios, ao atingir o fruto, germinam na presenga de agua e logo
em seguida produzem o apressorio que adere a cuticula do fruto e penetra
diretamente o tecido ndo lesionado do hospedeiro. A penetragdo do tecido ¢
favorecida pela acdo de enzimas pectinoliticas excretadas no tecido do
hospedeiro e pela forca mecanica exercida pelo apressorio sobre o peg de
penetragdo. ApoOs a penetracdo, as hifas crescem muito rapidamente tanto de

forma intercelular como intracelular e podem permanecer latentes por algum
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tempo antes de as células comecarem a entrar em colapso e podriddo. O micélio
produz entdo acérvulos logo abaixo da cuticula, que rompem a cuticula e
liberam conidios que causam mais infecgdes. A agressividade do fungo aumenta
quando o fruto comega a amadurecer e, por consequéncia, 0s sintomas aparecem

(AGRIOS, 2005).

2.6 Sintomatologia causada por Colletotrichum gloeosporioides em mamao

No Brasil a antracnose em frutos de mamoeiro foi relatada pela primeira
vez em 1895 por Hennings em Minas Gerais (LIBERATO; ZAMBOLIM, 2002)
e seus sintomas podem aparecer tanto em frutos jovens (imaturos) como frutos
em maturagao.

Os frutos jovens, quando infectados pelo fungo, cessam o seu
desenvolvimento, mumificam e caem (OLIVEIRA et al., 1994), ¢, mesmo sem
evidéncia de sintomas nas condi¢des de campo, podem se manifestar na fase de
embalagem, transporte, comercializagdo e amadurecimento onde se apresentam
com maior frequéncia (SANCHES; DANTAS, 1999).

Inicialmente os sintomas da doenga se caracterizam por pequenas
manchas rosadas, ndo deprimidas, de aspecto seco ¢ borda definida sobre a
superficie dos frutos, onde pode ocorrer exsudagdo. Em seguida, essas lesdes
tornam-se arredondadas e aumentam de tamanho, sendo formadas lesdes
deprimidas, circulares, de coloragdo marrom a preta (LIBERATO;
ZAMBOLIM, 2002). Quando em grande quantidade, as manchas podem
coalescer, espalham-se pela casca do fruto, penetram e aprofundam-se na polpa,
ocasionando podriddo mole (OLIVEIRA et al., 1994). O tecido interno da area
infectada ¢ firme, com uma descoloracdo branca-acinzentada, tornando-se
posteriormente marrom. Nas células do parénquima, uma camada de calose ¢

formada permitindo que a area infectada se desprenda livremente da superficie
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do fruto (RESENDE; MARTINS, 2005). As lesoes podem ser aquosas ou secas
e duras, onde também podem ser observados sinais no centro das mesmas, como
acérvulos escuros ¢ massas de cor alaranjada ou rosada, de consisténcia

gelatinosa, formadas pelos conidios (LIBERATO; ZAMBOLIM, 2002).

2.7 Métodos de controle para antracnose em mamao

Por se tratar de uma doenca em que o patdégeno, na maioria das vezes,
inicia sua infeccdo durante a ontogenia do fruto, mantendo-se em quiescéncia,
onde os sintomas nao se evidenciam, ¢ recomendavel que medidas de controle
visando a reducdo da incidéncia de antracnose em mamao sejam iniciadas no
campo.

Assim, uma das principais medidas de controle para essa doenca seria o
desenvolvimento de cultivares resistentes associadas com outras caracteristicas
agronomicas de interesse. De acordo com Vivas et al. (2011), a resisténcia
genética constitui numa alternativa sustentavel para o controle da doenga no
mamoeiro. Ferramentas biotecnologicas, como o transgénico, tém vislumbrado
novas possibilidades para outro problema dessa cultura que ¢ o papaya ringspot
virus (DAVIS; YING, 2004), no entanto, para C. gloeosporioides ndo foram
encontrados relatos de cultivares resistente.

O controle quimico, com fungicidas sintéticos, ¢ o método mais
utilizado para controle deste patdogeno. Ferreira et al. (2009) observaram que o
tetraconazol foi eficiente tanto na inibi¢do do crescimento micelial como na
germinacdo dos conidios ao utilizar quatro fungicidas diferentes e em diferentes
concentragdes em testes ‘in vitro” sobre C. gloeosporioides.

Tavares e Souza (2005) relataram que,os fungicidas azoxystrobin,
chlorotalonil, imazalil, prochloraz, propiconazol e tebuconazol apresentaram alta

eficiéncia na inibigdo do crescimento micelial de C. gloeosporioides, e, na
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inibigdo da germinacdo dos conidios, os fungicidas chlorotalonil e hipoclorito de
sodio demonstraram eficiéncia em concentragdes de 10 ppm.

Embora eficaz, o agrotoxico tem sido considerado um problema, visto
que alguns tratamentos afetam o processo de amadurecimento natural dos frutos
e pode levar ao aparecimento de variagOes resistentes do fungo devido ao seu
uso permanente (GAMAGAE et al., 2003). A ndo observancia de dosagens, o
desrespeito ao periodo de caréncia e o uso de principios ativos ndo registrados
para a cultura também oferecem risco a satide humana e danos irreparaveis ao
ambiente.

Sendo assim, formas alternativas de controle tém sido empregadas,
buscando uma producdo de qualidade com respeito a satide humana e
conservando a sustentabilidade do sistema. Dessa forma, agentes fisicos e
biolégicos sdo utilizados como métodos de controle a varios patdogenos pos-
colheita em mamao.

Segundo Marin (2004), os frutos do mamoeiro devem ser imersos em
agua com temperatura variando de 47 - 49 °C durante 20 minutos, seguida de
outra imersao em agua fria por igual tempo.

Cia et al. (2007) mostraram que a irradiagdo com raios gama contribuiu
para a reducdo de perdas pos-colheita de mamao, causadas pela infecgdo de C.
gloeosporioides, inibindo a germinagdo de conidio e o crescimento micelial.

Outra forma de controle ¢ a aplicacdo de agentes biocontroladores
utilizados como “fungicidas vivos”. A capacidade de colonizar superficies
feridas muito mais rapido que o patogeno e a produgdo de uma matriz floculante
afetando a integridade das hifas do patogeno foram investigados por Capdeville
et al. (2007), por meio de microscopio eletronico de varredura, utilizando a
levedura Cryptococcus magnus como antagonista do C. gloeosporioides em
mamao. Almeida (2009) utilizou Trichoderma viride como antagonista sobre

fungos patogénicos de fruteiras tropicais, incluindo o C. gloeosporioides em
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mamao, mostrando potencial antagénico tanto em culturas pareadas quanto aos
seus metabolitos fixos e volateis.

O uso de agentes biocontroladores também pode aumentar a eficacia de
outros produtos quando associados, como € o caso de bicarbonato de soédio a 2%
no controle da antracnose do mamao, que aumentou quando associado com
Candida oleophila (GAMAGAE et al., 2003). Essa mesma associagdo revestida
com cera foi investigada por Gamagae et al. (2004) e representa uma alternativa
comercialmente aceitavel para controle da antracnose em mamao durante o
armazenamento.

Tratamento de frutos com indutores de resisténciaapresenta-se como
alternativa eficaz no controle da antracnose em mamao. A redugdo na incidéncia
da antracnose em mamao foi em torno de 70% quando tratados com acibenzolar-
S-methyl (ASM) e Agro-Mos (AM) (DANTAS et al., 2004).

Microrganismos também podem induzir resisténcia no hospedeiro. Shi
et al. (2011) sugerem que o mamdo ¢ capaz de responder ao endofito
Pseudomonas putida MGY2, que poderia ativar as enzimas de defesa egenes,e
assim, induzir resisténcia a antracnose.

O uso de compostos naturais de origem vegetal vem se mostrando em
estratégia potencial para o controle de doengas pos-colheita. Alguns trabalhos
com aplicagdo de dleos essenciais, por exemplo, tem demonstrado resultados
satisfatorios.

Carnelossi et al. (2009) mostraram que os Oleos essenciais de
Cymbopogon citratus, Eucalyptus citriodora, Mentha arvensis ¢ Artemisia
dracunculus testados in vitro foram eficientes, inibindo em 100% o crescimento
micelial de C. gloeosporioides na aliquota de 50uL. Em teste in vivo, os mamdes
tratados com estes 6leos e inoculados 24 horas ap6s com o fungo, apresentaram

menor AACPD (Area Abaixo da Curva de Progresso da Doenga).
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Cho et al. (2006) demonstraram que compostos ativos presentes no
extrato metandlico de curcuma (Curcuma longa L.) inibiram efetivamente o
crescimento micelial de Colletotrichum spp, inclusive o C. gloeosporioides.
Roswalka et al. (2008) observaram a inibi¢ao total do crescimento micelial de
Glomerella cingulata ¢ C. gloeosporioides, na presenga de extrato aquoso ¢ 6leo
essencial de cravo-da-india, enquanto que o 6leo de capim-limdo (Cymbopogon
citratus) apresentou acdo fungitoxica sobre o C. gloeosporioides e agdo
fungistatica sobre G. cingulata.

Os métodos de controle podem ser aplicados de forma isolada ou
integrada para controlar doengas de frutas pos-colheita, as quais geralmente sdo
afetadas por mais de um patégeno (SENHOR et al., 2009).

No manejo integrado a aplicacdo de um nimero maior de medidas faz
diminuir o uso exacerbado e indiscriminado de tecnologias que agridam o
ambiente, causando menor impacto a sustentabilidade do sistema com uma
producdo de qualidade.

A combinacdo de Oleos essenciais de plantas com alta pressdo
hidrostatica também ¢ sugerido como alternativa de controle para antracnose. No
trabalho realizado por Palhano et al. (2004), esporos de C. gloeosporioides
foram inibidos apds uma pressao de 350 MPa por 30 min. Quando associado
com 6leo de capim limdo a press@o necessaria para inibir os esporos foi de 150
MPa.

Para aumentar a vida util ¢ a manutengdo das caracteristicas fisico-
quimicas dos frutos, a combinacdo de O6leos essenciais com pelicula
biodegradavel pode apresentar uma estratégia promissora, sendo confirmado por
Bosquez-Molina et al. (2010) que por meio de revestimento a base de goma de
algaroba formulado com Oleos de Thymus vulgaris (tomilho) e Citrus

aurantifolia (limdo mexicano) obteve a inibicdo do crescimento de dois
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patdgenos (C. gloeosporioides e Rhizopus stolonifer) e aumentou a vida util do
mamao.

O uso da pelicula biodegradavel, como polissacarideo, por exemplo,
também pode trazer beneficios ao ambiente, pois substituira as embalagens
produzidas com polimeros sintéticos convencionais que demoram anos para sua

decomposigdo total.
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CAPITULO 2 Aprimoramento de metodologia de inoculacdo de
Colletotrichum gloeosporioides em mamao com diferentes

estadios de maturacéo

RESUMO

O presente trabalho teve por objetivo aprimorar um método que
reproduza os sintomas da antracnose em diferentes estddios de maturacdo do
fruto de forma rapida, simples e uniforme. Os frutos preliminarmente
higienizados foram selecionados mediante seus estddios de maturacdo em 1, 2 e
3. Em seguida, inoculados com uma suspenséo ajustada para 2x10° conidios/mL
de C. gloesoporioides por meio de trés métodos: 1) ferimento com cinco furos
com uma agulha de metal de 1mm de didmetro; 2) ferimento com 15 furos com
agulha de metal de 0,4mm de didmetro e 3) ferimento com um corte de
aproximadamente 5,5mm com bisturi. Cada fruto, dos diferentes estadios de
maturagdo, foi inoculado com o patégeno pelos trés métodos com deposi¢ao de
15puL de indculo. O mesmo volume de dgua destilada e estéril serviu como
controle negativo. O delineamento experimental utilizado foi inteiramente
casualizado com 6 repeti¢des por tratamento, sendo o experimento analisado em
esquema fatorial, 3 x 3 + 1 , com 3 estadios de maturacdo ¢ 3 métodos de
inoculagdo mais o controle. A avaliagdo foi feita com a contagem das lesdes de
antracnose para cada método nos trés estadios de maturacdo dos mamdes apds
sete dias de inoculados. Os resultados indicam que o método 1 de inoculagdo
serve para todos os estadios de maturagdo do mamao que se queira reproduzir
sintoma de antracnose em condicdes de laboratério e para uma reprodugdo de
sintoma de antracnose mais rapida e uniforme, sugere-se frutos de mamoeiro em
estadio 3 de maturacao.

Palavras-chave: Antracnose. Doencas pos-colheita. Fruta.
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ABSTRACT

The present study aimed to improve a method to reproduce faster, uniform and
of a simple way the symptoms of the anthracnose at different stages of fruit
ripening. The fruits were selected preliminarily cleaned conform their
maturation stages 1, 2 and 3. Then and inoculated with a suspension of 2x10°
conidia / ml of C. gloesoporioides by three methods: 1) wound with five holes
with a metal needle of Imm in diameter, 2) wound with 15 holes with a metal
needle of 0.4 mm diameter and 3) wound with a cut of approximately 5.5mm
with a scalpel. Each fruit, from different maturity stages were inoculated with
the pathogen by the methods and deposition 15uL inoculum. The same volume
of distilled sterile water served as a negative control. The experimental design
was completely randomized with six replicates per treatment, and the
experiment analyzed in factorial 3 x 3 + 1, with 3 stages of maturation and 3
methods of inoculation control. The evaluation was done with counting
anthracnose lesions for each method in three maturity stages of papaya fruits
after seven days of inoculation. The results indicate that the method of
inoculation 1 serves to all maturation stages of papaya one wants to reproduce
anthracnose symptoms in laboratory conditions and for a reproduction of
anthracnose symptoms quickly and uniformly, it is suggested papaya fruits in
stage 3 maturation.

Keywords: Anthracnose. Postharvest diseases. Fruit.
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1 INTRODUCAO

O Colletotrichum gloeosporioides apresenta ampla distribui¢do
geografica no mundo causando doencas pos-colheita em frutos como: banana
(Musa spp.), caju (Anacardium occidentale L.), manga (Mangifera indica L.),
maracuja (Passiflora edulis f. flavicarpa Deg.) e mamao (Carica papaya L.)
(BENATO, 1999; PERES et al., 2002), representando sérios problemas em
regides tropicais e subtropicais.

Em mamdo, a antracnose, causada pelo C. gloeosporioides, ¢ a principal
doenca flingica pds-colheita responsavel por perdas, que comegam no campo,
passam pelo transporte, embalagem e comercializagdo.

Em condi¢des de campo, os sintomas podem ndo ser evidentes, porém
os frutos imaturos quando infectados cessam o seu desenvolvimento,
mumificam e caem (OLIVEIRA et al., 1994). Embora os sintomas ocorram em
frutos de qualquer estagio de desenvolvimento, eles se apresentam com maior
frequéncia nos maduros (SANCHES; DANTAS, 1999).

Comumente as infecgdes se iniciam no campo, nos estagios iniciais de
desenvolvimento do mamao e permanecem quiescentes até seu amadurecimento
(RESENDE; MARTINS, 2005). Quando inicia a maturacao, nos frutos atacados
formam lesdes deprimidas que atingem até 5 cm de diametro e com 3 a 5 mm de
profundidade (LIBERATO; ZAMBOLIM, 2002), tornando-se imprestaveis para
a comercializagao.

Varias sdo as formas de controle da antracnose em mamao
recomendadas pela literatura, no entanto, ha pouca informacdo em relagdo ao
método de inoculagdo do fungo para que estudos sobre a doenga na pds-colheita

possam ser melhores conduzidos.
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Diante do exposto objetivou-se com o presente trabalho aprimorar
metodologia de inoculagdo de C. gloeosporioides em mamao, para que sintomas
de antracnose possam ser reproduzidos de forma rapida, simples e uniforme em
laboratorio, auxiliando assim no entendimento de seus aspectos de
patogenicidade e de interagdo com outros agentes bidticos e abidticos,

facilitando, com isso, no controle da doenga.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 Local de conducéo do experimento

O experimento foi realizado no Laboratério de Microscopia e Andlise
Ultraestrutural (LME) do Departamento de Fitopatologia (DFP) da Universidade
Federal de Lavras, Lavras-MG.

2.2 Isolamento de Colletotrichum gloeosporioides

O fungo foi isolado a partir de lesdes em frutos maduros de mamoeiro
da cultivar ‘Sunrise solo’, adquiridos no CEASA - MINAS, Contagem — MG.

Os frutos lesionados foram transportados para o laboratério, onde se
procedeu ao isolamento do fungo.

Por meio de isolamento indireto, pequenos pedacos de tecidos do
epicarpo e mesocarpo foram retirados de areas em transigdo entre o sintoma ¢ a
regido aparentemente sadia dos frutos lesionados com um bisturi esterilizado.
Ap6s foram desinfestados em éalcool a 70%, hipoclorito de sddio a 2% e lavados
em agua destilada esterilizada por 3 vezes, seguindo a sequéncia por 1 minuto
cada etapa. Em seguida fez-se a secagem dos referidos fragmentos em papel de
filtro esterilizado e, logo depois, transferiu-os para placas de Petri de 9 cm de
diametro, contendo como substrato o meio BDA (Batata-Dextrose-Agar).
Depois foram mantidos em cdmara de crescimento a 25 °C e fotoperido de 12
horas até o surgimento de estruturas reprodutivas do fungo. Formada a coldnia
do fungo, procedeu-se a inoculagdo e reprodugdo dos sintomas em frutos de

mamoeiro para verificacdo de patogenicidade.
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2.3 Verificacdo da patogenicidade do isolado Colletotrichum gloeosporioides

Em uma placa de Petri de 9 cm de didmetro contendo colénia do fungo
com idade de 21 dias foram adicionados 20 ml de 4gua estéril e com uma alga de
Drigalski de vidro espalhou a agua por toda colonia para desprender as
estruturas do fungo. Apos, foi filtrada em gaze dobrada em quatro vezes sobre
um béquer, para obtengdo de uma suspensdo contendo somente conidios e
fragmentos de hifas.

A concentragdo da suspensdo foi obtida utilizando hemacitdmetro e
ajustada para 2,0 x 10° conidios/ml, adicionando-se, 3 gotas de Tween 20, como
espalhante adesivo.

Quatro frutos sadios de mamao da cultivar ‘Sunrise Solo’, previamente
lavados em 4gua corrente, higienizados com hipoclorito de sédio (NaClO) a 2%
por 3 minutos, lavados em 4gua destilada e secos em papel toalha, foram feridos
com 10 furos em 3 regides distintas com uma agulha histologica flambada.
Posteriormente, em trés dos quatro mamoes utilizados foi depositado 15 uL do
in6culo sobre os ferimentos com uma pipeta automatica. O outro fruto serviu
como controle e, ao invés do indculo, foi depositado 15 pL de 4dgua estéril. Em
seguida, os frutos inoculados ¢ o controle foram acondicionados em camara
umida e incubados a 25 °C com fotoperiodo de 12 horas.

Quatro dias apos, os frutos inoculados apresentaram o sintoma de
antracnose observado nos frutos de onde o fungo foi isolado. A partir destes

frutos inoculados, foi feito o re-isolamento do fungo.
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2.4 Cultura monosporica e incorporagdo de Colletotrichum gloeosporioides
a Cole¢do Micoldgica de Lavras, DFP-UFLA

Quatorze dias apés o re-isolamento do fungo, foi feita uma suspensdo de
onde foram retirados 100pL com uma pipeta automatica e depositado em placa
de Petri de 9 cm com meio agar-agua contendo 5 ‘glassbeads’ (bolinhas de
vidro). Sem movimento brusco, a placa foi agitada para que os ‘glassbeads’
pudessem espalhar a suspensao de forma homogénea no meio.

Ap6s o descarte dos ‘glassbeads’, a placa com a suspensdo do fungo foi
acondicionada em incubadora com fotoperiodo de 12 horas a 25 °C até a
germinagao dos esporos.

Depois de 24 horas de incubagao foi feita a transferéncia de apenas um
esporo germinado da placa com meio agar-agua para placa com meio BDA com
uma agulha histologica em um microscopio de luz.

Por meio de preparagdes em laminas e observacdo ao microscopio de
luz, o C.gloeosporioides, fase anamorfica do fungo Glomerela cingulata, foi
identificado baseando-se em suas caracteristicas morfologicas de acordo com
Sutton (1980).

Apds a identificagdo, o isolado foi incorporado a Colecdo Micologica de
Lavras do Departamento de Fitopatologia da UFLA codificado como CML
2339.

2.5 Obtencao e preparo dos frutos de mamoeiro (Caricapapaya L.) para

inoculacéo

Os mamodes da cultivar ‘Sunrise Solo’ provenientes da fazenda

Alvorada, localizada em Sao Mateus-ES, foram adquiridos por intermédio de um
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comerciante de frutas e hortalicas de Lavras-MG e transportados para o
Laboratoério de Microscopia e Analise Ultraestrutural do Departamento de
Fitopatologia da Universidade Federal de Lavras.

Em seguida, os frutos sem sintomas de doengas e sem qualquer dano
mecanico foram selecionados quanto ao estddio de maturacdo e submetidos a
lavagem em agua corrente com detergente, desinfestacdo em hipoclorito de
sodio (NaClO) a 2% durante 3 minutos, lavagem em 4gua destilada e secagem
em papel toalha.

Os estadios de maturacao selecionados foram: estddio 1 — frutos com até
15% da superficie amarela; estadio 2 - frutos com até 25% da superficie

amarela; e estadio 3 - frutos com até 50% da superficie amarela.

2.6 Preparo do in6culo

O isolado CML 2339 da Micoteca do Departamento de Fitopatologia da
Universidade Federal de Lavras foi utilizado como inoculo.

Aos seis dias de cultivo do isolado em BDA, colocou-se 25 ml de 4gua
destilada estéril na placa com a cultura e com uma alga de Drigalski de vidro,
espalhou a 4dgua por toda a coldnia para desprender as estruturas do fungo. Apos,
a suspensdo foi filtrada em gaze dobrada em quatro vezes para obter somente
conidios e fragmentos de hifas.

A leitura da suspensdo foi feita por meio de camara de Neubauer e a
concentragdo foi ajustada para 2,0 x 10> conidios/ml de C. gloeosporioides,

adicionando-se 3 gotas de Tween 20, como espalhante adesivo.
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2.7 Inoculacéo

Os mamdes em esdadios 1, 2 e 3 de maturagdo foram submetidos a trés
métodos de inoculacdo: método 1 —ferimento com cinco furos com uma agulha
de metal de Imm de didmetro; método 2 —ferimento com 15 furos com agulha
de metal de 0,4 mm de didmetro e método 3 — ferimento com um corte de

aproximadamente 5,5 mm com bisturi (Figura 1).

Método 1 de inoculagéo
ferimento com 5 furos com

agulha de metal com 1mm
c

Metodo 2 de inoculacéo
ferimento com 15 furos com
agulha de metal de 0,4mm

Metodo 3 de inoculacéo
ferimento com um corte de
aproximadamente 5,5mm

Figural Fotografia de mamao ‘Sunrise Solo’ em estddio 3 de maturacdo: a)
inoculado com Colletotrichum gloeosporioides por 3 métodos (i) e
agua estéril (controle — c); b) detalhes dos ferimentos para
inoculacdo; ¢) métodos de inoculagdo testados

A profundidade dos ferimentos foi de aproximadamente 4 mm e o latex

que saiu dos frutos foi retirado com algoddo esterilizado. Sobre os ferimentos
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foram depositados com uma pipeta automatica 15 pL do indculo na
concentragio de 2,0 x 10° conidios/ml. Nos seis frutos de cada estadio de
maturagdo foram feitos os trés tipos de ferimentos (métodos 1, 2 e 3) duplicados.

Esses métodos de ferimento duplicados em um mesmo mamado foram
divididos em inoculado com C. gloeosporioides e controle (deposi¢do de 15 uL
de 4gua destilada estéril).

Ao final da inoculagdo, cada fruto continha os trés métodos duplicados,
trés inoculados com o patégeno e os outros trés com deposicdo de agua destilada
estéril.

Em seguida, os frutos foram identificados e acondicionados em camara
umida constituida por uma armagdo de madeira e arame envolvida por dois
sacos plasticos e mantido a temperatura de 24 °C £2 °C sobre bancada. No
interior da cadmara umida continha uma bandeja plastica com uma esponja
umedecida com agua destilada e envolvida por papel aluminio onde os frutos,
sobre uma placa de Petri, foram colocados deitados com os ferimentos voltados
para cima por 48 horas para dar condi¢des ao fungo de penetrar.

Apbs este periodo, cada fruto foi colocado sobre suporte (recipiente de
plastico) com a base e pedunculo voltados para cima. No suporte continha dois
furos nas laterais feitos para ndo abafar o 4pice do fruto e ndo formar uma

camara umida para outros patdogenos.

2.8 Delineamento experimental

O delineamento experimental utilizado foi inteiramente casualizado com
seis repeticdes por tratamento, sendo o experimento analisado em esquema
fatorial, 3 x 3+1, com 3 estadios de maturagdo e 3 métodos de inocula¢ido mais o

controle.



42

2.9 Avaliacéo

Aos sete dias de inoculacdo foi realizada a avaliagdo pelo nimero de
lesdes de antracnose em cada método, nos trés estadios de maturagdo dos

mamaoes.

2.10 Analise estatistica

O programa SISVAR (FERREIRA, 2011) foi utilizado para a analise
estatistica dos dados. Os dados foram submetidos a analise de varidncia

aplicando-se o teste de Tukey (p<0,05).
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os frutos apresentaram sintomas caracteristicos da antracnose apos sete

dias da inoculagdo periodo de tempo que foi realizada a avaliagdo (Figura 2).

Figura2 Fotografia de mamdes inoculados com Colletotrichum gloesporioides
apos sete dias de inoculagdo em diferentes estadios de maturagdo: a)
estadio 1; b) estadio2; c) estadio 3 e mostrando os sintomas da
antracnose em b ¢ c.

Os frutos no estadio 2 e 3 de maturagdo quando inoculados com os trés
métodos, apresentaram sintomas de antracnose, enquanto que os frutos no
estddio 1 de maturagdo apresentaram sintoma evidente de antracnose apenas
quando inoculado pelo método 1.

Mesmo apresentando sintomas pelo método 1, os frutos no estadio 1 de
maturagdo tiveram baixa incidéncia de 16,7%. E importante ressaltar que ao ferir

os frutos neste estadio de maturacdo para inocula¢do do fungo, estes liberaram
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muito latex. No latex € encontrada a papaina, uma enzima proteolitica que pode
ser associada a protecdo da planta contra predadores (MELO; MELO; MELO,
1997), nesse caso impedindo a germinacao e colonizagdo dos frutos pelo fungo.

Os frutos no estadio 2 de maturacdo tiveram moderada incidéncia
quando comparados aos frutos nos estddios 1 e 3, apresentando 50% de
incidéncia de antracnose quando inoculados pelos métodos 1 e 3 (Tabela 1).

Em frutos no estadio 3 de maturacdo, observou-se alta incidéncia de
antracnose com mais de 50% pelos métodos de inoculagdo 1 e 3, sendo que pelo
método 1 de inoculagdo apresentou 100% de lesdo de antracnose (Tabela 1).
Acredita-se que isto se deve ao decréscimo de compostos fendlicos durante o seu
amadurecimento (CHITARRA; CHITARRA, 2005). Os compostos fendlicos
geralmente estdo associados ao mecanismo de adaptagdo e resisténcia da planta
ao meio ambiente (ROCHA et al., 2011). A redugdo desses compostos nos frutos
diminui a sua resisténcia e com o aumento de s6lidos soluveis totais (ALMEIDA

et al., 2006) torna-os substratos disponiveis ao desenvolvimento de fungos.
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Tabela 1 Incidéncia de antracnose em relagdo aos métodos de inoculagdo em
trés estadios de maturagdo do mamao

Estadio de maturacdo  Método de inoculagdo Incidéncia %
1? 16,7¢
2° 0f

1 3° 0f
Controle” 0f
1 50c

2 33,3d
2 3 50c
Controle 0f

1 100 a

2 33,3d

3 3 66,7b
Controle 0f

*Método 1 de inoculagdo — ferimento com 5 furos com agulha de metal com Imm de
didgmetro; "Método 2 — ferimento com 15 furos com agulha de metal de 0,4 mm de
didmetro; “Método 3 — ferimento com um corte de aproximadamente 5,5 mm com
bisturi; “Controle — frutos nio inoculados com Colletotrichum gloeosporioides.

Os tratamentos do estddio 1 com o método 2 e 3 ndo diferiram
estatisticamente entre si e do controle por ndo apresentarem incidéncia de
antracnose. Os tratamentos do estadio 2 e 3 com método 2 também ndo diferiram
estatisticamente entre si apresentando ambos 33,3% de incidéncia, porém
diferiram do controle que ndo apresentou sintoma. Os tratamentos do estadio 2
com método 1 e 3 apresentaram 50% de incidéncia e diferiram estatisticamente
do controle.

O método 3 de inoculagdo apresentou incidéncia de 50% no estadio 2 de

maturagdo e 66,7% no estadio3.
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A inoculacdo no estadio 3 de maturagdo dos frutos foi a mais eficiente,
pois apresentou sintomas nos 3 métodos de inoculagdo, sendo o método 1 com
100% de sintomas, seguido pelo método 3 com 66,7% e o método 2 com 33,3%.

O método 1 de inoculagdo foi altamente eficiente, apresentando sintoma
nos 3 estadios de maturagdo do mamdo,mostrando alta incidéncia da doenga
quando associado a esta metodologia. Isso, possivelmente, foi devido ao
tamanho do furo realizado com agulha de 1 mm de didmetro, que foi maior
quando comparado com a agulha de 0,4 mm pelo método 2 de inoculacdo, ¢ a
area ferida, que foi maior quando comparada com a area realizada pelo método 3
que utilizou bisturi.

O tratamento no estadio 3 de maturagdo com o método de inoculagéo 1
distinguiu-se dos demais tratamentos, sendo possivel distinguir a eficacia de
cada metodologia.

Diferentes métodos de inoculacdo com fungos causadores de podriddes
em mamado tém sido relatados na literatura (CARNELOSSI et al., 2009;
DANTAS et al., 2004; NERY-SILVA et al., 2007), mas apenas em Gomes et al.
(2012) observa-se a correlagdo com o estadio de maturagdo do fruto. Neste
estudo ao se utilizar frutos de mamoeiro em estadios 1, 2 e 3 associados a dois
métodos de inoculagdo (método 1 - ferimentos com uma agulha de metal n° 6 ¢
método 2 — ferimentos simultdneos com um conjunto de 22 agulhas
entomoldgicas n° 7) foi observado que os estadios 2 ¢ 3 do mamao associados
ao método 1 foram mais adequados por apresentarem uniformidade na
reproducdo de sintoma e estes resultados corroboram com os aqui apresentados,

tomando-o como base para aprimoramento deste.
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4 CONCLUSOES

a) O método 1 de inoculacdo ¢ indicado para todos os estadios de
maturagdo do mamao que se queira reproduzir sintoma de antracnose
em condigdes de laboratorio.

b) Para uma reproducdo de sintoma de antracnose mais rapida e

uniforme, sugere-se frutos de mamoeiro em estadio 3 de maturagao.
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CAPITULO 3 Amido de mandioca, em diferentes concentragdes, no

controle pos-colheita da antracnose em mamao

RESUMO

O objetivo deste trabalho foi avaliar pelicula a base de amido de
mandioca no controle pos-colheita da maturagdo e de antracnose em mamao.
Apo6s teste de granulometria das amostras de amido, varias suspensdes com
concentragdes diferentes de amido foram testadas, a saber: 1%, 2%, 3% e 4%.
Estas suspensdes de amido com 48,3% de granulos de 0,42 mm de didmetro
foram aquecidas a 80 °C e agitadas a cada 10 segundos, por 1 a 2 minutos em
volume de 300 ml, até adquirirem consisténcia de gel. Os mamdes
preliminarmente selecionados e desinfestados foram inoculados com 2x10°
conidios/ml de C. gloeosporioides e incubados por 48h em camara umida. Apds,
os frutos foram retirados da cdmara imida e cobertos pelo gel a 25°C nas
concentragdes descritas. O recobrimento procedeu-se da seguinte forma: banho
por 1 minuto, escorrimento e secagem por 3 minutos, repetidos por trés vezes.
Os frutos controle (apenas inoculados e sem revestimento) e os frutos revestidos
pela pelicula nas concentragdes 1%, 2%, 3% e 4% foram acondicionados em
suportes plasticos sobre bancada dentro do laboratério com temperatura de
aproximadamente 25 °C. O delineamento foi inteiramente casualizado, dispondo
de 5 tratamentos com trés repetigdes. Aos quatro dias de inoculados, iniciou-se a
avaliacdo com contagem de lesdes de antracnose durante 11 dias. Todas as
peliculas de amido de mandioca nas concentragdes testadas controlam a
maturagdo e a antracnose, com destaque para as peliculas em concentragdes de
2%, 3% e 4% que controlaram em 100% a incidéncia de antracnose em mamao.

Palavras chave: Colletotrichum gloeosporioides. Biopolimero de mandioca.
Controle alternativo de doengas.
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ABSTRACT

The aim of this study was to evaluate film starchy of cassava in
controlling anthracnose in papaya. After testing the starch particle, several
suspensions with different starch concentrations were tested, namely: 1%, 2%,
3% and 4% These suspensions with 48.3% starch granules of 0.42 mm diameter
were heated at 80 °C under periodical stirring of 10 seconds, for 1 to 2 minutes
in volume of 300 ml, until they acquire gel consistency. The papayas
preliminarily selected and disinfected, were inoculated with 2x10° conidia/ml of
C. gloeosporioides and incubated for 48 hours in a moist chamber. After the
fruits were removed from the moist chamber and covered by the gel at 25 © C at
the concentrations described. The coating proceeded as follows: bath for 1
minute, draining (removing excess) and drying for 3 min, repeated 3 times. The
fruits control (inoculated but without coating) and the coated fruits film at
concentrations of 1%, 2%, 3% and 4% were placed in plastic holders on bench
in the laboratory at room temperature of approximately 25 © C. The completely
randomized design, featuring five treatments with three replications. At four
days of inoculated, was initiated with an evaluation score of anthracnose lesions
for 11 days. Although all concentrations film having a controlled ripening and
anthracnose, the films in concentrations of 2%, 3% and 4% controlled at 100%
incidence of anthracnose on papaya.

Keywords: Colletotrichum gloeosporioides. Biopolymer cassava. Alternative
controlo of disease.
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1 INTRODUCAO

Os polissacarideos sdo materiais naturalmente hidrofilicos cuja afinidade
por agua estd associada a predominancia de grupos altamente polares como
hidroxila (CEREDA; BERTOLINI; EVANGELISTA, 1992). Devido a essa
afinidade por agua, esses materiais vém sendo estudados, especialmente na area
de Engenharia de Alimentos e Agronomia, como preparo de géis para formagao
de pelicula.

Peliculas a base de polissacarideos tem sido bastante exploradas para
revestimento de frutas e hortalicas frescas, visando minimizar a perda de
umidade e reduzir as taxas de respiracdo, além de conferir aparéncia brilhante e
atraente (AZEREDO, 2003).

O produto amilaceo que serve de reserva energética para as plantas ¢ um
polissacarideo que estd disponivel em abundancia na natureza. Segundo
Luvielmo (2012), os polissacarideos mais utilizados na elaboracdo de
revestimentos comestiveis em frutas sdo: fécula de mandioca, alginato de sodio,
pectina, carragena, quitosana e derivados da celulose (metilcelulose,
carboximetilcelulose e hidroxipropilmetilcelulose).

A utilizagdo de peliculas a partir de amido ¢ uma alternativa de
conservagdo pos-colheita para frutos que sdo mais consumidos in natura. Em
mamao, por exemplo, por ser um fruto altamente perecivel na fase pos-colheita
registrando os maiores indices de perdas, normalmente devido as contaminagdes
microbioldgicas, as desordens fisiologicas, danos mecanicos, amadurecimento
excessivo, manuseio inadequado e perda da integridade estrutural devido a alta
umidade (GODOY; CERQUEIRA-PEREIRA; JACOMINO, 2008), pesquisas
apontam que peliculas a base de polissacarideos aumentam sua vida ttil.

No entanto os estudos até entdo realizados com peliculas a base de

polissacarideos para conservagdo de mamao foram com a finalidade de
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contribuir apenas para melhoria no aspecto visual, evitando contaminagdes na
pos-colheita e retardando o amadurecimento.

Neste trabalho o objetivo foi utilizar diferentes concentragdes de
pelicula a base de amido de mandioca para controle da maturacdo e de

antracnose em frutos de mamoeiro.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 Local de conducéo dos trabalhos

O experimento e as observagdes e registro das imagens em microscopio
estereoscopico foram realizados no Laboratorio de Microscopia e Analise
Ultraestrutural (LME) do Departamento de Fitopatologia (DFP) da Universidade
Federal de Lavras, Lavras - MG.

A homogeneizagdo e granulometria do amido de mandioca foram
realizadas no Laboratorio de Graos, Raizes e Tubérculos do Departamento de

Ciéncia dos Alimentos da Universidade Federal de Lavras, Lavras - MG.

2.2 Obtencéo, homogeneizagao e teste de granulometria dos lotes do amido

de mandioca

Quatro quilos de amido de mandioca de coloracdo branca, aparéncia
limpida, produzidos artesanalmente por agricultores e adquiridos em comércio
de Porto Seguro — BA foram homogeneizados em agitador homogeneizador TE-
200/10 Tecnal Brasil a 30 rpm por 15 minutos no Laboratério de Graos, Raizes e
Tubérculos do Departamento de Ciéncia dos Alimentos da Universidade Federal
de Lavras, Lavras - MG.

Em seguida foi feito o teste de granulometria utilizando-se um conjunto
de cinco peneiras de 40, 60, 80, 100 e 140 de abertura das malhas conforme
ABNT, o que equivale a 0,42; 0,250; 0,177; 0,149 e 0,105 mm de didmetro
respectivamente.

Em vibrador ELKA Brasil, uma amostra de 100 g de amido de mandioca

retirada do lote homogeneizado foi colocada na peneira superior do conjunto de
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peneiras dispostas uma sobre a outra em ordem crescente de tamanho de
abertura da malha, deixando por ultimo a bandeja. Em seguida foi regulado o
tempo para 15 minutos e velocidade maxima do aparelho para iniciar o teste.

Com a vibragdo, fragdes da amostra de 100 g do amido foram
depositadas em cada peneira a depender de sua abertura de malha.

Ao final, as fragdes depositadas em cada peneira mais a da bandeja
foram recolhidas e pesadas em balanca analitica. Esse processo foi repetido em
trés ensaios. Depois de feita a média, a porcentagem de material existente em

cada faixa de granulometria foi expressa.

2.3 Obtencéo e preparo dos frutos de mamoeiro (Carica papaya L.) para

revestimento de pelicula

Os mamdes da cultivar ‘Sunrise Solo’ provenientes da fazenda
Alvorada, localizada em Sao Mateus-ES, foram adquiridos por intermédio de um
comerciante de frutas e hortalicas de Lavras - MG e transportados para o
Laboratoério de Microscopia e Analise Ultraestrutural do Departamento de
Fitopatologia da Universidade Federal de Lavras.

Em seguida, os frutos sem sintomas de doengas e sem qualquer dano
mecanico foram selecionados e submetidos a lavagem em agua corrente com
detergente, desinfestacdo em hipoclorito de so6dio (NaClO) a 2% durante 3
minutos, lavagem em agua destilada e secagem em papel toalha.

Os frutos possuiam em média peso de 623,5 g e 14,5 cm de

comprimento linear (medindo-se do 4pice a base).
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2.4 Preparo do indculo

O isolado CML 2339 da Colecdo Micolégica de Lavras, do
Departamento de Fitopatologia da Universidade Federal de Lavras foi utilizado
como indculo.

Com oito dias de cultivo do isolado em BDA, colocou-se 25 ml de 4gua
destilada estéril na placa com a cultura e com um bastdo de vidro, espalhou a
agua por toda a colonia para desprender as estruturas do fungo. Apds, a
suspensao foi filtrada em gaze dobrada em quatro vezes, para obter somente
conidios e fragmentos de hifas.

A leitura da suspensdo foi feita por meio de cadmara de Neubauer e a
concentragdo foi ajustada para 2,0 x 10° conidios/mL de C. gloeosporioides,

adicionando-se 3 gotas de Tween 20, como espalhante adesivo.

2.5 Inoculacédo dos mamdes

Os mamoées em esdadio 2 de maturagdo foram inoculados fazendo-se
cinco furos com agulha histologica de 1mm de didmetro e 4mm de profundidade
(método 1 de inoculacdo, cap. 2) em 3 regides distintas. Por meio de uma pipeta
automatica foi depositado 15 pL do indculo na concentragio de 2,0 x 10°
conidios/mL de C. gloeosporioides em cada regido.

Em seguida, os frutos inoculados foram acondicionados em camara

umida (item 2.7, cap. 2) por 48 horas.
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2.6 Preparo de diferentes concentracées de gel & base de amido de

mandioca para revestimento dos mamaoes

Suspensdes de amido de mandioca a 1%; 2%; 3% e 4% (peso/volume)
foram aquecidas em forno de micro-ondas a 80 °C, agitadas periodicamente a

cada 10 segundos, para obtencdo de géis sem granulos para revestimento dos
mamdes e formagao de pelicula. O tempo de gelatinizagdo no aparelho de micro-

ondas variou de 1 a 2 minutos em 300 ml de suspensao de amido.

2.7 Revestimento dos mamoes

Para o revestimento dos frutos foi utilizado gel a 25 °C e que se
procedeu da seguinte forma: banho por 1 minuto, retirada do excesso
(escorrimento) e secagem por 3 minutos, repetidos trés vezes nos seguintes

tratamentos:

a) frutos revestidos com pelicula a base de amido de mandioca a 1,0%;
b) frutos revestidos com pelicula a base de amido de mandioca a 2,0%;
c) frutos revestidos com pelicula a base de amido de mandioca a 3,0%;
d) frutos revestidos com pelicula a base de amido de mandioca a 4,0%;
e) frutos ndo revestidos com pelicula a base de amido de mandioca

(controle)
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2.8 Delineamento Experimental

O delineamento foi inteiramente casualizado, onde os tratamentos e
frutos foram numerados e distribuidos ao acaso. Foram cinco tratamentos com

trés repeti¢oes, perfazendo um total de 15 mamdes.

2.9 Avaliacéo

A partir do quarto dia de inoculados foram feitas as avaliagdes com a
contagem de lesdes de antracnose nos mamoes ¢ medigdes da area da lesdo com
um paquimetro digital durante 10 dias. Para saber da uniformidade da pelicula
nos frutos revestidos, fez-se o teste com adicdo de tintura de iodo 2% para

detectar a presenca de amido.

2.10 Analise estatistica

O programa SISVAR (FERREIRA, 2011) foi utilizado para a analise
estatistica dos dados. Os dados foram submetidos a andlise de variancia

aplicando-se o teste de Tukey (p<0,05).
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Granulometria das amostras de amido de mandioca

As amostras de amido de mandioca, utilizadas para preparo do gel e
posterior formagao de pelicula nesse experimento, apresentavam 48,3% de
granulos de 0,42 mm de didmetro que ficaram retidos na peneira 40; 12,3% de
granulos de 0,149 mm de didmetro que ficaram retidos na peneira 100; 12% de
granulos de 0,177mm de didmetro que ficaram retidos na peneira 80; 11% de
granulos de 0,250 mm de didmetro que ficaram retidos na peneira 60; 11% de
granulos de 0,105 mm de didmetro que ficaram retidos na peneira 140 e 5,4% de
granulos menores do que 0,105 mm de didmetro que ficaram retidos na bandeja

(Tabela 1).

Tabela 1 Porcentagem de material (amido de mandioca) existente em cada
faixa de granulometria.

Peneiras Porcentagem de material (%)
40 48,3
60 11
80 12
100 12,3
140 11
Bandeja 54
Total 100

Com essa faixa granulométrica de material existente na amostra

homogeneizada de amido de mandioca utilizada nesse experimento o tempo
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gasto para que os granulos absorvam agua, inchem e arrebentem para formagao
de gel foi de 1 a 2 minutos em volume de 300 ml, a 80°C no micro-ondas.

E importante ressalvar que de acordo com o tamanho do granulo, o
tempo de aquecimento para formacdo de gel, pode variar, sendo que quanto
maior o tamanho, maior serd o tempo de aquecimento para que ocorra a

gelatinizagdo.

3.2 Porcentagem de incidéncia

A contagem de lesdo iniciou no quarto dia apdés a inoculacdo com o
surgimento da primeira lesdo no tratamento controle com area de
aproximadamente 0,21 cm de diametro, apresentando forma circular e deprimida

(Figura 1).

Figural Fotografia de uma les@o de antracnose em mamao controle aos quatro
dias de inoculado.
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No sexto dia apos a inoculagdo (3" avaliagdo) foi possivel observar a
primeira lesdo de antracnose em fruto revestido com pelicula a base de amido de
mandioca, em concentracdo de 1%. Nesse periodo o tratamento controle
apresentava 14,8% de incidéncia, enquanto que os frutos revestidos com pelicula

a 2%, 3% e 4% ndo apresentavam lesdo (Tabela 2).

Tabela 2 Incidéncia de antracnose em mamdes apenas inoculados com
Colletotrichum gloeosporioides (controle) e revestidos com pelicula a
base de amido de mandioca a 1%, 2%, 3% e 4% durante avaliagdes
realizadas em onze dias.

Tratamento Incidéncia (%0)/Avaliacéo

12 28 | 3@ | 42 | 52| 6 | 72 | 8 | 9 | 102 | 11* |Média
Controle 37 - 11,1 3,7 - - - - 37 - - 222a
Pelicula1% - - 37 - - 37 - - - - - 74b
Pelicula 2% - - - - - - - - - - - -
Pelicula3% - - - - - - - - - - - -
Pelicula 4% - - - - - - - - - - - -

Na Tabela 2, observa-se que a incidéncia no tratamento controle
continuou até a 9* avaliagdo, com média de 22,2% de incidéncia de antracnose,
enquanto que no tratamento com pelicula a 1% se estabilizou na 6* avaliagdo
com média de 7,4% de incidéncia de antracnose. Embora ndo tenha controlado
totalmente a incidéncia de antracnose, o tratamento com pelicula a 1% ainda
obteve um melhor resultado que a testemunha constituida por frutos sem
revestimento.

Os tratamentos com pelicula a 2%, 3% e 4% mantiveram sem incidéncia
de antracnose até o final da avaliagdo.

Pelo teste de Tukey no nivel de 5% de significancia os tratamentos com

pelicula 2%, 3% e 4% nao diferiram entre si, porém, tiveram sua eficiéncia no
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controle da antracnose comprovada ao compara-los com a pelicula 1% e com o
controle. A pelicula 1% embora ndo tenha controlado 100% a antracnose como
as demais peliculas, mostrou-se eficaz ao ser comparada com o controle.

A eficiéncia no controle da incidéncia de antracnose nos frutos
revestidos com pelicula a base de amido de mandioca a 2%, 3% e 4% se deu
pela interferéncia da pelicula sobre o processo de maturacdo dos frutos,
mantendo-os resistentes por mais tempo, pois durante o amadurecimento ha
decréscimo de compostos fenolicos (CHITARRA; CHITARRA, 2005) e esses
compostos geralmente estdo associados ao mecanismo de adaptagao e resisténcia
da planta ao meio ambiente (ROCHA et al., 2011). O patdégeno entdo inoculado,
possivelmente, permaneceu quiescente, ndo ativando seus fatores de
patogenicidade e, com isso, ndo comprometendo o aspecto visual do fruto.
Segundo Prusky (1996), para o processo de decomposicido se desenvolver em
frutas e hortaligas causadas por fungos patogénicos, estes devem ativar fatores
de patogenicidade que macerem tecidos do hospedeiro e liberem os nutrientes
necessarios para manter o seu desenvolvimento. Para ter sucesso, um agente

patogénico também deve ser capaz de superar as defesas do hospedeiro.

3.3 Controle da maturacéo

Apds 48 h na camara umida, todos os frutos inoculados com C.
gloeosporioides e ndo revestidos pela pelicula tiveram sua maturagdo avangada,
progredindo para o estadio 3. Os frutos entdo no estadio 3 foram revestidos pela
pelicula e tiveram suas vidas pods-colheita prolongadas por conta de seu
amadurecimento retardado.

Os frutos revestidos com as peliculas 3% e 4% avangaram para o estadio
4 de maturagdo (mamodes com 51 a 75% da superficie amarela) e se mantiveram

no mesmo estadio de maturacdo até o final do experimento (14° dia), os frutos
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revestidos com pelicula a 2% atingiram o estadio 5 de maturacdo (mamdes com
76 a 100% da superficie amarela), enquanto que os frutos revestidos com
pelicula a 1% apresentavam alguns sinais de senescéncia. Os frutos controle
completaram a sua maturagdo e, com a morte dos tecidos, mostravam-se
improprios para comercializacao (Figura 2).

No tratamento com pelicula a 1% a maturacdo aumentou devido a pouca
aderéncia do gel ao fruto formando uma pelicula desuniforme. A consisténcia da
textura aumenta quanto maior a concentragcdo de amido. Mesmo assim, todos os
frutos revestidos com pelicula controlaram a maturagdo. Isso ocorreu porque
com a aplicagdo do gel de revestimento, tem-se a formagdo de uma cobertura
com preenchimento parcial dos estdmatos, reduzindo dessa forma a transferéncia
de umidade (transpirag@o) e as trocas gasosas (respiragdo) (ASSIS et al., 2009).
No entanto, ap6s 12 dias de revestimento, os frutos com pelicula 3% e 4%,
foram mais eficientes no controle da maturacao (Figura 2) do que os frutos com
pelicula 1% e 2% que apresentaram certo grau de enrugamento (Figura 3),
principalmente nas extremidades (&pice e base), mostrando que quanto maior foi
a concentracdo de amido na pelicula, mais eficiente foi o controle da maturagao,
embora as peliculas 3% e 4% tenham apresentado resultados semelhantes.

Estes resultados corroboram aos encontrados em Castricini et al. (2010)
que utilizaram formulacdes a base de amido de mandioca em concentragdes de
1%, 3% e 5% como revestimento em mamdes ‘golden’ e concluiram que as
concentragoes a 3 e 5% proporcionam melhores resultados quanto as alteracdes
no amadurecimento dos frutos. Ainda em Castricini et al. (2010), a utilizacdo de
revestimento a base de amido de mandioca a 3% e 5% além de influenciar no

amadurecimento durante o armazenamento, reduziu a perda de massa fresca.
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Figura2 Fotografia de frutos de mamoeiro inoculados e revestidos com
pelicula a base de amido de mandioca nas concentragdes 1%, 2%, 3%
e 4% mais o controle aos 14 dias de experimento.

1 2 3 4

Figura3 Fotoesteriomicrografias mostrando detalhes da textura do epicarpo de
mamoes revestidos com pelicula a base de amido de mandioca nas
concentragoes 1%, 2%, 3% e 4%

Nota: C = Controle.

Ao final da avaliacdo (12 dias apos o revestimento com pelicula), os
frutos foram cortados linearmente na horizontal e com isso foi possivel notar a
firmeza da polpa dos daqueles revestidos com pelicula quando comparados ao

controle (Figura 4).
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Pereira et al. (2006), ao avaliarem o amadurecimento de frutos de
mamao Formosa em temperatura ambiente, revestidos com pelicula comestivel a
base de amido de mandioca, observaram que os revestimentos com 1% e 3%
prolongaram a vida 1til pés-colheita por quatro dias sem afetarem a qualidade
dos mesmos. Os tratamentos com pelicula retardaram o amadurecimento dos
frutos, cujas alteragcdes de cor da casca, acidez titulavel, sélidos soluveis e

firmeza da polpa foram significativamente mais lentos que os frutos ndo

tratados.

Figura4 Fotografias de corte longitudinal dos frutos de mamoeiro apos 12 dias
de revestimento: a) fruto controle (apenas inoculado com
Colletotrichum gloeosporiopides) ¢ b) fruto revestido com pelicula a
base de amido de mandioca a 3%.

3.4 Teste do iodo 2%

Pela observacdo da figura 7, nota-se o escurecimento gradativo de

acordo com a concentragdo de amido de mandioca na formagao das peliculas. O
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escurecimento intenso sugerido pela literatura foi atingido no fruto revestido
com gel a 3% de amido de mandioca.

De acordo com Rocha et al. (2001), o teste de iodo pela solugdo aquosa
de iodeto de potassio detecta a presenca de produto amildceo por meio do
desenvolvimento de uma coloragdo escura.

Isso ocorre porque em solugdes aquosas neutras, a estrutura normal de
espiral do produto amildceo possui a capacidade de interagir com iodo,
produzindo complexo de inclusdo helicoidal com aproximadamente seis
moléculas de amilose por giro, no qual o iodo se encontra na cavidade central da
hélice (DENARDIN; SILVA, 2009).

Pelo teste de iodo, observou-se também uma descontinuidade na cor
quando os frutos revestidos com pelicula a 1% foram banhados pela solugado,
mostrando a ma aderéncia desta pelicula. Essa irregularidade da pelicula a 1%,
apresentando areas ndo tingidas com a tintura do iodo (Figura 5), provando
estarem descobertas de pelicula, pode explicar a incidéncia da doenga nos frutos
revestidos com esta concentracao.

As peliculas com 2%, 3% e 4% mostraram excelente aderéncia, pois, ao
manusear os frutos revestidos com estas, sua remogao nao foi notada. Por meio
do teste do iodo 2%, frutos coma pelicula de 2%, mesmo totalmente revestidos,
ndo apresentaram uniformidade na coloracdo, ou seja, algumas areas foram mais

escuras que outras como mostra a Figura 5.
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Figura5 Fotografia de frutos de mamoeiro banhados com iodo 2% para
avaliagdo da uniformidade da distribui¢do da pelicula de amido de
mandioca sobre o fruto.
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4 CONCLUSAO

a) Peliculas de amido de mandioca controlam a maturacdo e a
incidéncia da antracnose em frutos de mamoeiro.
b) A melhor concentacdo da pelicula foi de 2%, considerando o menor

gasto de produto e sua eficiéncia de controle da doenca.
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CAPITULO 4 Potencial uso de pelicula a base de amido de mandioca,
associada ou ndo a fungicida e 6leos essenciais, no controle

pés-colheita da antracnose em mamao

RESUMO

O objetivo desse trabalho foi avaliar o potencial de pelicula & base de
amido de mandioca, com e sem incorporagdo de 6leos essenciais e fungicida
(thiabendazol), na conservagao pds-colheita de mamdes com énfase no controle
da antracnose, como alternativa de reduzir o uso de agrotoxico. Os frutos
selecionados preliminarmente foram inoculados com 15uL na concentragdo de
2x10° conidios/ml de C. gloeosporioides em trés areas distintas fazendo-se 5
furos com agulha de metal com 1mm de didmetro. Apds 48h de incubagdo, os
frutos foram revestidos com pelicula a base de amido de mandioca a 3%, com e
sem incorporagdo de fungicida e dleos essenciais de Cinnamomum zeylanicum
(canela), Cymbopogon citratus (capim limio), Syzygium aromaticum (cravo-da-
india), Cymbopogon martinii (palmarora) e Thymus vulgaris (tomilho). Os frutos
do controle negativo (apenas inoculados e nao revestidos com pelicula), do
controle positivo (inoculado e imersos em calda fungicida thiabendazol a 0,4%)
e dos tratamentos revestidos com pelicula, associado ou nao a fungicida ou 6leos
essenciais, foram acondicionados em suporte sobre bancada a temperatura
ambiente (~25 °C) para simular condi¢do de comercializagdo. O delineamento
foi inteiramente casualizado, dispondo de 9 tratamentos com trés repeticdes
cada. Aos quatro dias de inoculados, iniciou-se a avaliagdo com contagem de
lesdes de antracnose durante 11 dias. Ao final dos 14 dias de inoculagdo, apenas
os frutos dos controles (fruto inoculado sem tratamento e tratado com apenas
fungicida) apresentaram incidéncia média de antracnose com 25,9% e 22,2%
respectivamente, enquanto que os tratamentos revestidos com pelicula a 3%,
associada ou ndo a fungicida e 6leos essenciais, nenhuma lesao de antracnose foi
observada, mostrando serem eficientes no controle da antracnose em mamao.

Palavras-chave: Manejo integrado de doencas. Doencas pos-colheita.
Colletotrichum gloesoporioides.
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ABSTRACT

The aim of this study was to evaluate the potential of film made of
cassava starch, with and without incorporating essential oils and fungicide
(thiabendazole), in post-harvest papayas with emphasis on control of
anthracnose, as an alternative to reduce the use pesticide. The preliminarily
selected fruits were inoculated with 15uL at a concentration of 2x105 conidia/ml
C. gloeosporioides in three distinct areas making up 5 holes with metal needle
with Imm diameter. After 48h incubation, the fruits were coated with a film
based on cassava starch 3%, with and without incorporation of fungicide and
essential oils of Cinnamomum zeylanicum (cinnamon), Cymbopogon citratus
(lemon grass), Syzygium aromaticum (clove -India), Cymbopogon martinii
(palmarora) and Thymus vulgaris (thyme). The fruits of the negative control
(only inoculated and not film coated), positive control (inoculated and immersed
in fungicide thiabendazole 0.4%) and treatments film coated, with or without
fungicide or essential oils are packed supported on the bench at room
temperature (~ 25 °C) to simulate conditions of commercialization. The
completely randomized design, featuring nine treatments with three replicates
each. After four days of inoculation, began with the evaluation of anthracnose
lesion counts for 11 days. At the end of 14 days of inoculation, the controls only
the fruits (fruit inoculated untreated and treated with fungicide alone) had an
mean incidence of anthracnose with 25.9% and 22.2% respectively, whereas
treatments film coated to 3%, with or without fungicide and essential oils, no
anthracnose lesions was observed and shown to be effective in controlling
anthracnose in papaya.

Keywords: Integrated management of plant disease. Post-harvest diseases.

Colletotrichum gloeosporioides.
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1 INTRODUCAO

O mamao, mais conhecido como papaya em varios paises da América ou
mesmo ababaia, ¢ o fruto do mamoeiro ou papaeira (OLIVEIRA et al., 2004). O
nome papaya, segundo Simdo (1998) ¢ uma corruptela da palavra ababay, de
origem caribenha.

Por conta de suas caracteristicas sensoriais, nutricionais (fonte dietética
de sais minerais, vitaminas e fibras) e propriedades funcionais (digestiva e
laxativa), o mamdo ¢ de grande aceitabilidade (JIANG et al., 2003; SOUZA,
1998) e o Brasil é grande consumidor ¢ produtor deste fruto.

Embora o Brasil tenha a maior parte de sua producdo destinada ao
mercado interno, o mamao encontra-se listado na pauta de exporta¢des, com
uma tendéncia de crescimento no mercado futuro (LIMA et al., 2001).

As exigéncias do mercado externo, e ultimamente do mercado interno,
estdo cada vez mais evidentes (NERY-SILVA et al.,, 2007) e a aparéncia e
sanidade do fruto sfo as caracteristicas mais importantes para garantir a
aceitacdo nesses mercados.

O mamao requer cuidados especiais, pois em qualquer grau de
maturagdo, ele ¢ suscetivel a danos mecanicos como abrasdo, impacto,
compressdo e cortes (PAULL et al., 1997; QUITANA; PAULL, 1993) ¢ estas
injurias podem servir como porta de entrada para diversos patogenos, causando
incidéncia de doengas pods-colheita que sdo fatores limitantes a exportacdo e
responsaveis por consideraveis perdas na cultura de mamao no Brasil.

Os fungos, por sua vez, sdo os principais causadores de doencas pos-
colheita em frutos tropicais (SILVEIRA et al., 2005) e a antracnose, causada por
Colletotrichum spp, é uma das doengas fingicas mais comuns e importantes em

frutiferas, ocorrendo tanto nas fases de desenvolvimento vegetativo como
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reprodutivo de diversos hospedeiros, sendo mais severa quando afeta os frutos
(FREEMAN; KATAN; SHABI, 1998).

Em mamao, o agente causal de antracnose, assim como, em outras frutas
tropicais no Brasil como abacate, acerola, caju, goiaba, manga e maracuja, tem
sido referido como Colletotrichum gloeosporioides (Penz.) Penz. eSacc.
(MENEZES, 2002) e ¢ provavel que ocorra em todas as regides tropicais e
subtropicais onde o mamoeiro ¢ cultivado (LIBERATO; ZAMBOLIM, 2002).

O método mais comum de controle deste patdogeno € o com uso de
fungicidas inorganicos (FERREIRA et al., 2009, 2010; MACKENZIE;
MERTELY; PERES, 2009; VIVAS et al.,, 2011) que comparado aos outros
métodos ¢ relativamente facil e que frequentemente propicia resultados efetivos.
Embora também garanta prote¢do durante o armazenamento prolongado do fruto
devido a seu efeito residual, o agrotéxico tem sido considerado um problema,
visto que alguns tratamentos afetam o processo de amadurecimento natural dos
frutos e pode levar ao aparecimento de variagdes resistentes do fungo devido ao
seu uso permanente (GAMAGAE et al., 2003).

Produtos naturais extraidos de plantas com propriedades antibidticas
constituem uma alternativa viavel e desejavel em relagdo ao método
convencional, representando menor risco a saude humana e ao ambiente, como
os Oleos essenciais largamente utilizados especialmente na inddstria
farmacéutica pelas propriedades antibacteriana, antifingica e inseticida, ja
observados na natureza (BAKKALI et al., 2008).

Por também possuir padrio respiratorio climatério, apresentando
atividade metabdlica normal apos a colheita (CHITARRA; CHITARRA, 2005),
cujas caracteristicas sdo de aumento da taxa respiratoria, producdo autocatalitica
de etileno e alteragdes organolépticas substanciais durante o seu
amadurecimento, tais como cor, sabor, amaciamento ¢ produgdo de compostos

volateis aromaticos, o mamao se caracteriza por ser altamente perecivel em
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temperatura ambiente (OLIVEIRA, 2002), apresentando, com isso, pequena vida
util apds a colheita.

Devido a alta perecibilidade, varios métodos t€m sido utilizados para
conservacao do mamado, no entanto, o uso de peliculas biodegradaveis tem
ganhado muito espago neste mercado, principalmente como alternativa para
reduzir impactos ambientais causados pelas embalagens plasticas. Neste
segmento, o amido e/ou fécula tem recebido especial atengdo e as pesquisas com
este polimero se intensificaram nos ultimos anos, pois o amido e/ou fécula
possui baixo custo, abundancia e alta aplicabilidade.

Diante do exposto, com o presente trabalho objetivou-se avaliar o
potencial de pelicula a base de amido de mandioca, com e sem incorporacao de
0leos essenciais e fungicidas, na conservacao pds-colheita, de frutos de

mamoeiro com énfase no controle da antracnose.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 Local de conducéo dos trabalhos

O experimento foi realizado no Laboratério de Microscopia e Andlise
Ultraestrutural (LME) do Departamento de Fitopatologia (DFP) da Universidade
Federal de Lavras, Lavras-MG.

2.2 Selecao e obtencao dos 6leos essenciais (OE)

Os dleos essenciais (OE) foram selecionados mediante potencial de
inibi¢ao ao Colletotrichum gloeosporioides, observado em testes in vitro e in
vivo em frutos de goiabeira descritos por Roswalka et al. (2010) (Tabela 1).

Os o6leos foram fornecidos pela Chamel (Inddstria e Comércio de
Produtos Naturais, Parana-Brasil) com exce¢do do Cymbopogon martinii

(palmarosa) que foi adquirido em comércio do municipio de Lavras-MG.

Tabela 1 Oleos essenciais (OE) selecionados mediante potencial de inibi¢io ao
Colletotrichum gloeosporioides ‘in vitro’

Nome cientifico Nome comum
Cymbopogon martinii Palmarosa
Syzygium aromaticum Cravo-da-india
Thymus vulgaris Tomilho
Cymbopogon citratus Capim-limao

Cinnamomum zeylanicum Canela
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2.3 Obtencéo do fungicida

O fungicida (TectoSc), como ingrediente ativo de thiabendazol, foi

doado pela Syngenta.

2.4 Obtencao e preparo dos frutos de mamoeiro (Caricapapaya L.) para

revestimento de pelicula

Os mamdes da cultivar ‘Sunrise Solo’ provenientes da fazenda
Alvorada, localizada em Sao Mateus-ES, foram adquiridos por intermédio de um
comerciante de frutas e hortalicas de Lavras-MG e transportados para o
Laboratorio de Microscopia e Analise Ultraestrutural do Departamento de
Fitopatologia da Universidade Federal de Lavras.

Em seguida, os frutos sem sintomas de doengas e sem qualquer dano
mecanico foram selecionados e submetidos a lavagem em agua corrente com
detergente, desinfestacdo em hipoclorito de sédio (NaClO) a 2% durante 3
minutos, lavagem em agua destilada e secagem em papel toalha.

Os frutos pesavam em média 606,4g e 14,75 cm de comprimento

(medindo-se do apice até a base).

2.5 Preparo do indculo

O isolado CML 2339 da Micoteca do Departamento de Fitopatologia da
Universidade Federal de Lavras foi utilizado para indculo.

Aos 17 dias de cultivo do isolado de C. gloeosporioides (2339) em
BDA, colocou-se 25 ml de agua destilada estéril na placa e com auxilio de uma

alca de Drigalsky de vidro, espalhou-se a agua por toda a colonia para
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desprender as estruturas do fungo. Apods, a suspensdo foi filtrada em gaze
dobrada em quatro vezes, para obter somente conidios ¢ fragmentos de hifas.

Em seguida, fez-se a leitura da suspensdo por meio de camara de
Neubauer e a concentragio foi ajustada para 2,0 x 10° conidios/ml. Como

espalhante adesivo, adicionou-se 3 gotas de Tween 20.

2.6 Inoculagdo nos mamaes

Os mamdes em esdadio 2 de maturagdo foram inoculados fazendo-se
cinco furos com agulha histolégica de 1 mm de didmetro e 4 mm de
profundidade (método 1 de inoculacdo, cap. 2) em 3 regides distintas. Por meio
de uma pipeta automatica foi depositado 15 uL do indculo na concentragdo de
2,0 x 10° conidios/ml de C. gloeosporioides em cada regio.

Em seguida, os frutos inoculados foram acondicionados em cémara

umida (item 2.7, cap. 2) por 48 horas.

2.7 Preparo do gel a base de amido de mandioca a 3% para revestimento

dos mamaoes

A suspensdo de amido de mandioca a 3,0% (peso/volume), foi aquecida
em aparelho de micro-ondas a 80°C, sob agitagdo periddica de 10 em 10
segundos, por 1 a 2 minutos em 300 ml, para obten¢do de gel sem granulos para

revestimento dos mamdes e formagao de pelicula.
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2.8 Incorporacao dos 6leos essenciais e fungicida ao gel para revestimento

dos mamaes

Os Oleos essenciais, pré-selecionados, a 0,1% e o fungicida a 0,4%
foram incorporados ao gel, individualmente, com auxilio de uma pipeta
automatica ap6s o resfriamento do mesmo a temperatura ambiente (~25 °C),

para o revestimento dos mamaes.

2.9 Revestimento dos mamoes

Para o revestimento dos frutos foi utilizado gel a 25 °C e que se
procedeu da seguinte forma: banho por 1 minuto, retirada do excesso
(escorrimento) e secagem por 3 minutos, repetida trés vezes.

Para o controle negativo foi feita apenas a inoculagdo nos frutos e para o
controle positivo foi feita a inoculacdo e imersdo dos frutos em uma calda
fungicida por um periodo de 1 minuto.

Os tratamentos foram:

a) frutos inoculados e ndo revestidos com pelicula a base de amido de
mandioca (controle positivo);

b) frutos inoculados e imersos em calda fungicida thiabendazol
(controle com fungicida);

¢) frutos inoculados e revestidos com pelicula & base de amido de
mandioca a 3% (controle com amido);

d) frutos inoculados e revestidos com pelicula & base de amido de

mandioca a 3%, com incorporagdo de OE de palmarosa a 0,1%.
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e) frutos inoculados e revestidos com pelicula & base de amido de
mandioca a 3%, com incorporagdo de OE de cravo-da-india a 0,1%.

f) frutos inoculados e revestidos com pelicula & base de amido de
mandioca a 3%, com incorporagdo de OE de tomilho a 0,1%.

g) frutos inoculados e revestidos com pelicula & base de amido de
mandioca a 3%, com incorporagdo de OE de capim limdo a 0,1%.

h) frutos inoculados e revestidos com pelicula a base de amido de
mandioca a 3%, com incorporagdo de OE de canela a 0,1%.

i) frutos inoculados e revestidos com pelicula & base de amido de

mandioca a 3%, com incorporagdo de fungicida thiabendazol a 0,4%.

2.10 Delineamento Experimental.

O delineamento foi inteiramente casualizado, onde os tratamentos e
frutos foram numerados e distribuidos ao acaso. Foram nove tratamentos com

trés repeti¢des, perfazendo um total de 27 mamdes.

2.11 Avaliacdo

Com quatro dias de inoculagdo foi feita a avaliagdo pelo nimero de

lesdes de antracnose nos mamdes por 11 dias.
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2.12 Analise estatistica

O programa SISVAR (FERREIRA, 2011) foi utilizado para a analise
estatistica dos dados. Os dados foram submetidos a analise de varidncia

aplicando-se o teste de Tukey (p<0,05).
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

A primeira lesdo de antracnose foi observada aos quatro dias da
inoculagdo em fruto do controle negativo com area de aproximadamente 0,4 cm
de diametro, apresentando forma circular e deprimida de cor levemente

amarronzada (Figura 1).
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Figural Fotografias de lesdes de antracnose em mamao aos quatro dias de
inoculado com Colletotrichum gloeosporioides: a) detalhe da doenca
e b) visdo geral do fruto

Ao final dos 14 dias de experimento, apenas os frutos dos controles

negativos e positivos apresentaram incidéncia de antracnose com médias de
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25,9% e 22,2%, respectivamente, enquanto que os tratamentos revestidos com
pelicula a 3%, associada ou ndo a 6leos essenciais e fungicida, ndo apresentaram
lesdo de antracnose (Tabela 2).

Vale ressaltar que o tratamento contendo apenas frutos revestidos com a
pelicula 3% controlou totalmente a antracnose por 12 dias, mostrando que a
pelicula & base de amido de mandioca a 3%, com ou sem incorporacdo de dleos
essenciais e fungicida, formou uma barreira impedindo o desenvolvimento de
sintomas de doenga tipicos de C. gloeosporioides nos frutos de mamoeiro, o que

aumentou a sanidade pos-colheita.

Tabela2 Incidéncia de antracnose em mamdes: apenas inoculado com
Colletotrichum gloeosporioides — controle (+), tratado com fungicida
thiabendazol — controle (f), apenas revestido com pelicula a base de
amido — controle (a) e revestidos com pelicula a base de amido de
mandioca associados a fungicida thiabendazol e dleos essenciais de
canela, capim limao, cravo-da-india, palmarosa e tomilho.

Tratamento Incidéncia (%)/Avaliacdo

12| 28 | 3@ | 48 | 52 | 62 | 7@ | 8 92 ‘ 102 | 112 |Média
Controle (+) 3,7 74 - 11,1 - 37 - - - - - 259a
Controle(f) - - - 74 - 74 - 37 - 37 - 222b

Controle (a)
Pel. 3% +
Canela - - - - - - - - - - - -
Pel. 3% +

Capim - - - - - -

liméo - - - - - -
Pel. 3% +

Cravo-india - - - - - - - - - R _ _
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“Tabela 2, conclusdo”

Tratamento Incidéncia (%)/Avaliacio
1a 2& ‘ 3a 4a 5a 6a 7a 8a

112 |Média

9a ‘ 102

Pel. 3% +
fungicida
Pel. 3% +

Palmarosa
Pel. 3% +

Tomilho

Pelo teste de Tukey a 5%, o controle positivo (apenas calda fungicida)
com média de 22,2% de incidéncia de antracnose diferiu estatisticamente do
controle negativo (25,9% de incidéncia média de antracnose), porém a sua
eficiéncia nao foi comprovada ao ser comparado aos tratamentos com frutos
revestidos de pelicula a base de amido de mandioca a 3%. Os tratamentos com
pelicula a base de amido de mandioca diferiu estatisticamente do controle
negativo e do controle positivo pelo teste de Tukey (p<0,05) por ndo
apresentarem incidéncia de doenga, mostrando, mais uma vez, sua alta eficiéncia
no controle de antracnose em mamao.

Magbool et al. (2011) investigaram goma arabica em combinagdo com
0leos essenciais de canela e capim liméo para controle da antracnose em mamao
e banana, e, verificaram que a goma arabica sozinha (10%) ndo apresentou efeito
fungicida, enquanto que combinada a 6leo essencial de canela em concentragdo
de 0,4% reduziu em mais de 70% a incidéncia de antracnose causada por C.
musae e C.gloeosporioides inoculados artificialmente em banana e mamado
respectivamente, observando também um atraso no amadurecimento destes
frutos.

Pelos resultados encontrados em Magbool et al. (2011), infere-se que a

pelicula & base de amido de mandioca utilizada neste trabalho controlou a
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antracnose indiretamente por manter a resisténcia do mamao por mais tempo por
meio do controle da maturacdo, ja que ndo ha comprovacao quimica de que o
amido de mandioca tenha efeito fungitoxico. Em contrapartida, Roswalka et al.
(2010) observaram, por meio de microscopio eletronico de transmissdo, a
desorganizagdo celular ¢ a degradacdo de conidios de C. gloeosporioides
promovidos pela a¢do fungitoxica dos mesmos 6leos aqui testados. Nesse caso,
os 6leos essenciais vém a contribuir no controle da antracnose em mamao de
forma sinérgica, quando combinado com a pelicula, por ser um fungicida

natural.
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4 CONCLUSOES

a)

b)

A pelicula a base de amido de mandioca a 3%, por si so, controla a
maturacdo e a antracnose em mamao.

Oleos essenciais e fungicida, associados a pelicula de amido de
mandioca, causam um efeito sinérgico,potencializando ainda mais o

controle da antracnose em mamao.
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CONSIDERACOES FINAIS

A preocupagdo com a qualidade e a inocuidade dos alimentos pelo poder
publico e a preservagdo do ambiente, fazem com que a pelicula a base de amido
de mandioca seja um método de controle de doengas pds-colheita promissor em
substitui¢cdo ao uso abusivo de agrotoxicos.

Com esse trabalho, o objetivo de atender as exigéncias do consumidor
em ingerir um alimento seguro e as imposi¢des de barreiras fitossanitarias por
paises importadores, torna-se viavel a todos os produtores de frutas do Brasil.

O amido de mandioca ¢ produzido e encontrado em todo territorio
nacional, servindo de matéria prima para industrias de alimento e como produto
de alimentagio.

Por ndo ser toxica, a pelicula a base de amido de mandioca pode ser
ingerida juntamente com o produto revestido, ndo causando efeito nocivo, ou
removida com agua.

Nesse trabalho, verificou-se que a pelicula além de contribuir para uma
melhoria no aspecto visual conferindo brilho e transparéncia,ndo interferindo na
aparéncia natural dos frutos, mostrou-se altamente eficiente no controle da
antracnose e da maturagdo, o que fez aumentar ainda mais a vida itil do mamao.

O uso de amido de mandioca como pelicula de revestimento para evitar
contamina¢do ou oxidagdo em frutas é recente. Para controle de doencas de
plantas pods-colheita nada foi publicado, o que torna esse trabalho ainda mais
importante.

Em trabalhos futuros e dependendo do objetivo a ser estudado, deve-se
levar em conta a distancia do mercado, tipo de mercado e tempo para
comercializacdo do mamao, pois de acordo com esses fatores, a determinagdo do
estadio de maturagdo para colheita varia. Nos Estados Unidos, s6 sdo aceitos

frutos de mamao no estadio 2 de maturagdo (FARIA et al., 2005), enquanto que
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para o mercado interno varia conforme a distdncia do mercado consumidor e o
tempo de comercializagdo da fruta. Para método de inoculacdo nio existem
entraves, sendo o método 1 de inoculag@o recomendado para os trés estadios de

maturagdo aqui testados.



