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RESUMO 

 

A mangueira (Mangifera indica L.) se destaca como uma das fruteiras tropicais de maior 

importância no mundo. A antracnose, causada pelos fungos fitopatogênicos do gênero 

Colletotrichum, é uma doença relacionada principalmente a períodos de pós-colheita, afetando 

diretamente esta cultura. Diante disso, esse estudo objetivou a caracterização morfológica, 

molecular e patogênica de isolados de Colletotrichum spp. de mangueiras e a atividade 

inibitória de óleos essenciais sobre esse patógeno. Discos fúngicos de 5 mm foram dispostos 

em placas de Petri para avaliação da velocidade de crescimento e coloração das colônias. Foram 

realizados microcultivos para análises dos formatos e dimensões de conídios e apressórios. Para 

as análises moleculares, os isolados foram previamente identificados com primers gene 

específico de gênero e espécie para C. gloeosporioides. Nove iniciadores ISSR (Inter 

Simple Sequence Repeats) e 12 iniciadores RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA) 

foram utilizados para identificar a diversidade genética dos 28 isolados. Na avaliação 

morfológica, a partir das estruturas encontradas, coloração das colônias, conídios, apressórios 

e velocidade de crescimento, 28 isolados foram identificados como pertencentes à espécie C. 

gloeosporioides, sendo posteriormente confirmados com os primers genes específicos. Os 

iniciadores RAPD e ISSR foram considerados satisfatórios em identificar a diversidade 

genética. A combinação dos iniciadores gerou variação de similaridade de 0,23 (entre os 

isolados 12 e 21) a 0,71 (entre os isolados 2 e 4), identificando, com isso, alto nível de 

variabilidade entre os fungos, onde a dissimilaridade foi superior a 75%. O dendograma gerado 

revelou a formação de oito grupos principais. Não foram observados agrupamentos genéticos 

correlacionados com o local da coleta, mostrando, assim, a grande diversidade genética mesmo 

entre indivíduos de mesma localidade. A patogenicidade de isolados de C. gloeosporioides foi 

avaliada em frutas de manga Tommy Atkins mediante introdução de discos miceliais de 7 mm. 

Para o teste in vitro, três isolados mais patogênicos foram utilizados para a avaliação de inibição 

com os óleos de gengibre (Zingiber officinale), sangue de dragão (Croton Lenchleri) e a 

combinação de ambos nas concentrações de 0,2; 0,4; 0,6 e 0,8%. Os mesmos tratamentos foram 

utilizados para o teste in vivo. Após a introdução de discos miceliais em frutos de manga, as 

diferentes concentrações de óleos foram espalhadas na superfície inoculada e mantidas por sete 

dias após a avaliação. Com base no teste de patogenicidade, a maioria dos isolados apresentou 

baixa virulência na cultivar Tommy Atkins. Entretanto, alguns isolados se mostraram altamente 

patogênicos a essa cultivar. Nos testes in vitro, houve diferenças significativas entre os 

tratamentos, sendo que a maior inibição média foi de 28,5%, encontrada na combinação de 

0,3% de gengibre mais 0,3% de sangue de dragão. Para os testes in vivo, todos os tratamentos 

se mostraram altamente eficazes em manga Tommy, apresentando 100% de inibição do 

crescimento fúngico no fruto. Os dados gerados neste trabalho permitem concluir que há 

variação não apenas genética, como também no nível de patogenicidade entre os isolados de C. 

gloeosporioides coletados em plantios comerciais de manga e que nem sempre medidas únicas 

de controle podem ser suficientes ou 100% eficazes no combate a essa enfermidade. O efeito 

de inibição dos óleos de gengibre e sangue de dragão nos isolados avaliados revela que este 

pode ser um eficaz método de controle da antracnose. 

 

Palavras-chave: Fitopatógenos. Diversidade genética. Patogenicidade.  

 

 

 



 
 

ABSTRACT 

 

The mango tree (Mangifera indica L.) stands out as one of the most important tropical fruit 

trees in the world. Anthracnose, caused by phytopathogenic fungi of the genus Colletotrichum, 

is a disease mainly related to post-harvest periods, directly affecting this crop. Therefore, this 

study aimed at the morphological, molecular and pathogenic characterization of Colletotrichum 

spp. of hoses and the inhibitory activity of essential oils on this pathogen. Fungal discs of 5 mm 

were placed in Petri dishes to evaluate the growth speed and colony color. Microcultures were 

carried out to analyze the shapes and dimensions of conidia and appressoria. For molecular 

analysis, the isolates were previously identified with primers specific gene of gender and 

species for C. gloeosporioides. Nine ISSR markers (Inter Simple Sequence Repeats) and 12 

RAPD markers (Random Amplified Polymorphic DNA) were used to identify the genetic 

diversity of the 28 isolates. In the morphological evaluation, from the found structures, colony 

color, conidia, appressoria and growth rate, 28 isolates were identified belonging to the species 

C. gloeosporioides and later confirmed with specific primers genes. The RAPD and ISSR 

markers were considered satisfactory in detecting genetic diversity. The combination of the 

markers generated a variation of similarity from 0.23 (between isolates 12 and 21) to 0.71 

(between isolates 2 and 4), thereby identifying high level of variability among fungi, where the 

dissimilarity was higher to 75%. The generated dendogram revealed the formation of 8 main 

groups. There were no genetic clusters correlated with the collection site, thus demonstrating 

the great genetic diversity even among individuals from the same location. The pathogenicity 

of C. gloeosporioides isolates was evaluated in Tommy Atkins mango fruits by introducing 7 

mm mycelial discs. For the in vitro test, three more pathogenic isolates were used to assess 

inhibition with the oils of ginger (Zingiber officinale), dragon blood (Croton Lenchleri) and the 

combination of both at concentrations of 0.2; 0.4; 0.6 and 0.8%. The same treatments were used 

for the in vivo test. After the introduction of mycelial discs in mango fruits, the different 

concentrations of oils were spread on the inoculated surface and maintained during seven days 

after the evaluation. Based on the pathogenicity test, most isolates showed low virulence in the 

cultivar Tommy Atkins. However, some isolates have been shown to be highly pathogenic to 

this cultivar. In in vitro tests, there were significant differences between treatments, with the 

highest mean inhibition being 28.5% found in the combination of 0.3% ginger plus 0.3% dragon 

blood. For in vivo tests, all treatments were highly effective in Tommy mango, with 100% 

inhibition of fungal growth in the fruit. The data generated in this work allow us to conclude 

that there is variation not only genetic, but also in the level of pathogenicity among isolates of 

C. gloeosporioides collected in commercial mango plantations and that not always single 

control measures can be sufficient or 100% effective in the fight this disease. The inhibiting 

effect of ginger oil and dragon blood on the evaluated isolates reveals that these can be an 

effective method of controlling anthracnose. 

 

Keywords: Phytopathogens. Genetical diversity. Pathogenicity. 
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CAPÍTULO I 

 

1. INTRODUÇÃO GERAL  

 

A mangueira (Mangifera indica L.) se destaca por ser uma das mais importantes 

fruteiras tropicais do mundo (CHENG et al., 2019; SANTO et al., 2018). A produção de manga 

no Brasil se destaca devido principalmente às condições climáticas e às modernas tecnologias 

pós-colheita empregadas (SIQUEIRA, 2003). Esse fruto, no Brasil, é detentor de grande 

capacidade de crescimento para exportação, tendo como pontos principais o preço e sua 

qualidade. Esse crescimento se deve às técnicas utilizadas no florescimento e na pós-colheita 

(PEROSA, 2002).           

 A cultura da mangueira representa notória expressividade na economia mundial, tendo 

a Índia como o principal país produtor, seguido pela China, com quase quatro vezes menos 

produtividade (FAO, 2017). No Brasil, é a fruta de maior exportação, tendo em 2019 volume 

de exportação de aproximadamente 222 mil toneladas, movimentando mais de U$$ 220 milhões 

(AGROESTAT/MAPA, 2019). Houve crescimento da área cultivada de 21,8% ao ano, 

aumentando de 13,2 mil para 31,2 mil hectares entre 2014 e 2019 (ANUÁRIO BRASILEIRO 

DE HORFI E FRUTI, 2019). A região Nordeste se destaca como a maior produtora, sendo o 

estado do Rio Grande do Norte o terceiro maior produtor da região (IBGE, 2018).  

 Um dos principais períodos de grande risco para os frutos de manga é o pós-colheita, 

quando grandes agentes patogênicos atacam a produção desse fruto, causando sérios riscos à 

sua posterior comercialização (DELGADO et al., 2011). Estas doenças pós-colheitas são 

principalmente causadas por fungos fitopatogênicos (TERAO et al., 2008). Dentre os principais 

fungos fitopatógenos identificados na pós-colheita e causadores de podridão em manga, 

destaca-se o Colletotrichum gloeosporioides (PERUMAL et al., 2016).    

 Os fungos do gênero Colletotrichum presentes em frutos verdes permanecem na sua 

forma inativada sem qualquer enfermidade aparente. Com o amadurecimento é que ele passa a 

ocasionar lesões nos tecidos dos frutos hospedeiros (BAILEY; JEGER, 1992). Porém, essas 

lesões podem ser manifestadas principalmente em épocas de pós-colheita (FERNANDES et al., 

2002). Há pesquisas que relatam que essa interação em frutos imaturos ocorre porque estes 

expressam resistência ao Colletotrichum, devido à liberação de substâncias antifúngicas, o que 

não ocorre em frutos maduros, podendo explicar, assim, a grande infestação desses fungos em 

ambientes pós-colheita (ARAUZ, 2000).        

 A antracnose, doença causada principalmente por espécies do gênero Colletotrichum, 
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vem se destacando pelo nível de prejuízo produzido e elevado custo de controle, o que encarece 

ainda mais a produção da manga, limitando, assim, a exportação desse fruto. Esta doença é de 

extrema importância, tendo ocorrência registrada em todas as áreas de produção de manga, 

dentre outras frutíferas. Sua infestação é comumente encontrada em frutíferas em todo o mundo, 

como na Oceania, Ásia, África, e nas américas, sendo endêmica de várias regiões de clima 

tropical úmido e subtropical das américas (FEICHTENBERG et al., 2005).  No Brasil, há 

identificação dessa doença em todo o território (MINISTÉRIO DA AGRICULTURA, 2015).

 Nos frutos recém-formados, a infecção ocasiona a queda prematura. Porém, a 

severidade da patogenicidade é mais visível em frutos maduros ou em amadurecimento.  

Inicialmente, surgem manchas arredondadas, tornando-se posteriormente irregulares e de 

coloração marrom-escura ou negra. Ao passar do tempo, a lesão externa da casca pode romper 

e penetrar para o interior do fruto, formando posteriormente uma área necrótica devido à 

formação de massas espóricas de coloração alaranjadas a rosáceas (FERRARI et al., 2011). 

Quando já dentro o fruto, causa o escurecimento da sua polpa (FERRARI et al., 2011). Em 

folhas novas, a sintomatologia da antracnose é identificada pela grande quantidade de manchas 

pequenas, arredondados e irregulares com tamanhos variáveis e coloração marrom (RIBEIRO 

et al. (1997). Em ramos novos, há o secamento e escurecimento de ponta para a base, 

provocando o desfolhamento (CUNHA et al., 2000).      

 Alguns estudos de diversidade genética do Colletotrichum com base em análises 

morfológicas têm sido produzidos em diversas culturas acometidas por fungos deste gênero. 

Porém, estas pesquisas tornam-se limitadas devido ao alto grau de características morfológicas 

diferenciais destes fungos, tais como a coloração das culturas e o seu crescimento. Isso 

possibilita alto índice de erros de indução quando usadas somente essas características para 

análises. Com isso, torna-se necessário o uso de outras metodologias que possam identificar as 

espécies de forma mais eficaz (SUTTON, 1980).      

 Técnicas baseadas na análise de DNA, aliadas a dados morfológicos, têm sido de grande 

importância em estudos de identificação do Colletotrichum em diversas culturas estudadas, pois 

são métodos rápidos e precisos da identificação deste microrganismo. Estudos genéticos, 

utilizando principalmente regiões ITS e IGS do genoma, visam a complementar essas pesquisas 

para melhor identificação das espécies (BACIARELLEI-FALINI et al., 2006)  

 Os primeiros estudos do uso de técnicas genômicas para separação de espécies de 

Colletotrichum foram desenvolvidos em 1992 (SREENIVASAPRASAD et al., 1992). Estas 

pesquisas iniciais identificaram modificações na sequência da região do ITS1 do rDNA entre 

seis diferentes espécies desse fungo, além da identificação de polimorfismo nessa região em 
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isolados de C. gloeosporioides de hospedeiros variados. Portanto, o uso de iniciadores gene 

específicos é de grande importância para a identificação das espécies ou da identificação do 

complexo de espécies desse gênero (CAI et al., 2009). Além disso, a avaliação da diversidade 

genética pode ser uma importante ferramenta para diferenciação de isolados desse fitopatógeno 

(TEIXEIRA et al., 2004).         

 Avaliar diversidade genética significa estudar as variações genéticas entre populações, 

entre grupos ou entre indivíduos de um mesmo grupo. Dentre essas avaliações, podem ser 

destacadas as morfológicas, bioquímicas, citológicas e genéticas. As genéticas permitem uma 

diferenciação mais precisa dos genótipos na medida em que se baseia no polimorfismo existente 

no DNA dos indivíduos (PEREIRA et al., 2009). Esse polimorfismo pode ser avaliado por 

várias técnicas, como o uso de iniciadores ISSR (Inter Simple Sequence Repeats) e RAPD 

(Random Amplified Polymorphic DNA).       

 Estudos da interação do patógeno com seu hospedeiro auxiliam na compreensão das 

características da doença, além de avaliarem possíveis variações de virulência entre patógenos. 

Portanto, a rápida caracterização e o controle biológico são cruciais para o controle das doenças.

 Para o manejo e controle da antracnose em frutos de manga, vários são os agroquímicos 

utilizados (DEGUINE et al., 2018; FENG et al., 2019), responsáveis por poluições nos solos e 

rios, causando altos prejuízos em curto, médio e longo prazo. Syed et al. (2014) identificaram 

grandes resíduos de agrotóxicos em frutos de manga exportados do Paquistão.  

 Com base nisso, o uso de substâncias vegetais tem despertado grande interesse 

investigativo para diminuição da deterioração da qualidade da manga, de modo sustentável, 

econômico e de rápido manejo (KANWAL et al., 2010). O uso de óleos essenciais como 

alternativa biológica contra doenças é considerado seguro e ecologicamente correto, além de 

controlar a deterioração pós-colheita (SIVAKUMAR; BAUTISTA-BANOS, 2014; 

MUNHUWEYI et al., 2017). A grande eficiência dos óleos essenciais se deve à sua 

composição, possuindo compostos voláteis e misturas de metabólitos em concentrações 

variadas, como fenóis, terpenoides, álcoois e aldeídos (STURCHIO et al., 2014). Em virtude 

dessa atuação, diversos autores comprovam o efeito dos óleos essenciais na inibição de doenças 

pós-colheita (KARIMI et al., 2016; SERVILI et al., 2017; HERNANDEZ-MONTIEL, 2018).

 Assim, o objetivo deste trabalho foi a caracterização morfológica, molecular e 

patogênica de isolados de Colletotrichum spp. de mangueira e da atividade inibitória de óleos 

essenciais sobre este patógeno. 

 

https://link.springer.com/article/10.1007/s10658-019-01856-2?shared-article-renderer#ref-CR28
https://link.springer.com/article/10.1007/s10658-019-01856-2?shared-article-renderer#ref-CR52
https://link.springer.com/article/10.1007/s10658-019-01856-2?shared-article-renderer#ref-CR24
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CAPÍTULO II 

 

CARACTERIZAÇÃO MORFOLÓGICA, MOLECULAR E PATOGÊNICA DE 

ISOLADOS DE Colletotrichum spp. OBTIDOS DE MANGUEIRA 

 

 

RESUMO 

 

A mangueira (Mangifera indica L.) se destaca como uma das fruteiras tropicais de maior 

importância no mundo. A antracnose, causada por fungos fitopatogênicos do gênero 

Colletotrichum, é uma das principais doenças desta cultura, relacionada principalmente a 

períodos de pós-colheita. Esse trabalho visou a estudar a caracterização morfológica, 

similaridade genética e de patogenicidade de Colletotrichum spp. isolados de mangueira do Rio 

Grande do Norte, Brasil. Na avaliação morfológica dos 28 isolados, de acordo com a coloração 

das colônias, conídios, apressórios e velocidade de crescimento, os isolados foram identificados 

com características semelhantes à espécie C. gloeosporioides, sendo posteriormente 

confirmados com os primers gene específico. A combinação dos iniciadores RAPD (Random 

Amplified Polymorphic DNA) e ISSR (Inter Simple Sequence Repeats) utilizados gerou uma 

variação de similaridade de 0,23 entre os isolados 12 e 21, e de 0,71 entre os isolados 2 e 4, 

identificando alto nível de variabilidade entre os fungos, para os quais a dissimilaridade foi 

superior a 75%. O dendograma gerado pelo método UPGMA indicou a formação de oito grupos 

principais. Não foram observados agrupamentos genéticos correlacionados com o local da 

coleta. Com base no teste de patogenicidade, a maioria dos isolados apresentou baixa virulência 

na variedade Tommy Atkins. Entretanto, alguns isolados se mostraram altamente agressivos 

(Isolados 9, 15, 20, 21, 24, 26 e 27) a esta variedade. Não foi possível a correlação dos 

agrupamentos gerados na similaridade genética com a patogenicidade encontrada nos isolados. 

Estes resultados confirmam a grande variabilidade genética e patogênica de C. gloeosporioides 

em variedades de manga em uma das principais regiões exportadoras do Brasil. 

 

Palavras-chave: Fitopatógenos. Diversidade genética. Patogenicidade. Antracnose em manga.  
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ABSTRACT 

 

Mango tree (Mangifera indica L.) is highlighted as one of the most important fruitful trees in 

the world. Anthracnose, caused by phytopathogenic fungi from genre Colletotrichum, is one of 

the most important diseases of this culture, especially related to post harvest periods. This work 

aimed to study the morphological description, genetic similarity and pathogenicity of 

Colletotrichum spp. isolate of mango tree from Rio Grande do Norte, Brasil. In the 

morphological description of the 28 isolate, according to the color of colonies, conidia, 

appressoria and speed of growthing, the isolates were identified with features similar to the 

species C. gloeosporioides, confirmed with the primers specific gene. The combination of 

initiators RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA) and ISSR (Inter Simple Sequence 

Repeats) used provoked a similarity variation of 0.23 between the isolates 12 and 21 and of 

0.71 between the isolates 2 and 4, identifying great level of variability among fungi, for which 

the dissimilarity was superior to 75%. The dendrogram generated by the method UPGMA 

indicated the formation of eight main groups. Genetic groupings related to the collection 

location were not observed. With basis on the pathogenicity, most isolates had shown small 

virulence to the variety Tommy Atkins. However, some isolates were highly agressive (Isolates 

9, 15, 20, 21, 24, 26 and 27) to this variety. It was impossible to correlate the groupings 

generated in the genetic similarity with the pathogenicity found in the isolates. These results 

confirm great genetic and pathogenic variability in mango varieties in one of the main important 

exporting regions of Brazil.  

 

Palavras-chave: Phytopathogens. Genetic diversity. Pathogenicity. Anthracnose in mango. 
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1. INTRODUÇÃO 

 

A mangueira (Mangifera indica L.) se destaca por ser uma das mais importantes 

fruteiras tropicais do mundo (CHENG et al., 2019; SANTO et al., 2018), representando notória 

expressividade na economia mundial, tento a Índia como o principal país produtor, seguida pela 

China, com quase quatro vezes menos produtividade (FAO, 2017). No Brasil, esta fruta 

apresentou em 2019 um volume de exportação de aproximadamente 222 mil toneladas, 

movimentando mais de U$$ 220 milhões (AGROESTAT/MAPA, 2019). O cultivo da 

mangueira teve crescimento da área cultivada de 21,8% ao ano, aumentando de 13,2 mil para 

31,2 mil hectares entre 2014 e 2019 (ANUÁRIO BRASILEIRO DE HORFI E FRUTI, 2019). 

A região Nordeste se destaca como a maior produtora, sendo o estado do Rio Grande do Norte 

o terceiro maior produtor da região (IBGE, 2018).       

 Um dos principais períodos de grande risco para os frutos de mangueira é o pós-colheita. 

É neste período que os agentes patogênicos atacam os frutos, causando sérios riscos para a 

comercialização (HERNANDEZ-DELGADO et al., 2011). Doenças pós-colheitas são causadas 

principalmente por fungos fitopatogênicos (TERAO et al., 2008), dentre os quais se destaca um 

dos causadores da podridão em manga, o C. gloeosporioides (Penz.) Penz. & Sacc. (1884) 

(PERUMAL et al., 2016).          

 A antracnose, doença causada principalmente por espécies do gênero Colletotrichum, 

vem se destacando devido aos danos produzidos e ao elevado custo de controle, o que encarece 

ainda mais a produção da manga, limitando a exportação deste fruto.  Esta doença é de extrema 

importância no Brasil, onde se constata a doença em todo o território (BRASIL, 2015). 

 As espécies do gênero Colletotrichum são divididas em complexos. O complexo C. 

acutatum compreende mais de 29 espécies, o C. gloeosporioides, mais de 22 espécies e no 

Complexo C. boninense já foram relatadas mais de 18 espécies (DAMM et al., 2012; WEIR et 

al., 2012). Habitualmente, são identificadas por características culturais e morfológicas, como 

formas e dimensões de conídios e apressórios, presença ou ausência de cerdas, coloração das 

colônias, taxa de crescimento, dentre outros (ADASKAVEG; HARTIN, 1997). A sobreposição 

de características morfológicas em diferentes espécies e sua variação sob diferentes condições 

ambientais (CANNON, 2000) tornam necessário seu estudo combinado com outras técnicas 

para uma identificação precisa dentro desse gênero (LIU, 2016).    

 Métodos moleculares, como o emprego da PCR (Polymerase Chain Reaction) 

utilizando primers genes específicos da espécie, aliados às análises morfológicas, têm sido 

bastante empregados visando à maior precisão na identificação de espécies de Colletotrichum 
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(MILLS, 1992). Outras ferramentas moleculares bastante utilizadas são o uso de iniciadores 

moleculares, como RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA) e ISSR (Inter 

Simple Sequence Repeats). Ensaios moleculares de diversidade genética utilizando estes 

iniciadores são utilizados para a elucidação de variação genética dentro e entre espécies 

(MILGROOM, 1996). Nesse contexto, a variação genética representa o acúmulo de mutações 

que podem estar relacionadas à superação da resistência genética do hospedeiro (MCDONALD, 

2002). Pesquisas visando à identificação desta resistência são de grande importância na 

identificação de indivíduos com maior capacidade de virulência. Estudos sobre a interação do 

patógeno com o seu hospedeiro auxiliam na compreensão das características da doença, além 

de avaliarem possíveis variações de virulência entre patógenos.     

 A caracterização morfológica, as análises moleculares e os testes de patogenicidade são 

cruciais para o manejo e controle de doenças. Assim, esta pesquisa teve como objetivo estudar 

a caracterização morfológica, similaridade genética e de patogenicidade de Colletotrichum spp. 

isolados de mangueira do Rio Grande do Norte, Brasil. 
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2.  MATERIAIS E MÉTODOS 

 

2.1       Coleta das amostras 

 

Folhas e frutos de mangueira contendo sintomatologia típica de antracnose foram 

coletados de cinco áreas de produção no estado do Rio Grande do Norte, Brasil, para o 

isolamento do fungo Colletotrichum sp. (Tabela 1).  

 

Tabela 1 – Isolados de Colletotrichum spp. obtidos de mangueiras do Rio Grande do Norte, Brasil. 

  Isolado Tecido vegetal Variedade Localização 

Fazenda 1 

Planta 1 1 Fruto Palmer Ipanguaçu 

Planta 2 2 Fruto Palmer Ipanguaçu 

Planta 3 3 Fruto Palmer Ipanguaçu 

Planta 4 

4 Fruto Palmer Ipanguaçu 

5 Folha Palmer Ipanguaçu 

Planta 5 6 Fruto Palmer Ipanguaçu 

Fazenda 2 

Planta 6 7 Fruto Tommy Ipanguaçu 

Planta 7 8 Fruto Tommy Ipanguaçu 

Fazenda 3 

Planta 8 9 Folha Palmer Ipanguaçu 

Planta 9 

10 Fruto Palmer Ipanguaçu 

11 Folha Palmer Ipanguaçu 

Planta 10 12 Fruto Palmer Ipanguaçu 

Planta 11 13 Fruto Palmer Ipanguaçu 

Planta 12 14 Fruto Palmer Ipanguaçu 

Planta 13 

15 Fruto Palmer Ipanguaçu 

16 Folha Palmer Ipanguaçu 

Planta 14 17 Fruto Palmer Ipanguaçu 

Planta 15 

18 Fruto Palmer Ipanguaçu 

19 Folha Palmer Ipanguaçu 

Planta 16 20 Folha Palmer Ipanguaçu 
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Fazenda 4 

Planta 17 21 Folha Tommy Pendências 

Planta 18 22 Folha Tommy Pendências 

Planta 19 23 Folha Tommy Pendências 

Planta 20 

24 Fruto Tommy Pendências 

25 Folha Tommy Pendências 

Planta 21 26 Fruto Tommy Pendências 

Planta 22 27 Folha Tommy Pendências 

Fazenda 5 Planta 23 28 Fruto Palmer Assú 

 

2.2       Isolamento fúngico 

 

Para os isolamentos fúngicos, os frutos e folhas coletados foram lavados em água 

destilada esterilizada e secos em papel estéril. Após a lavagem inicial, pequenos fragmentos, 

aproximadamente 7 mm, dos tecidos vegetais sintomáticos foram retirados das áreas limítrofes 

(entre a doente e a sadia) e desinfestadas em álcool 70 % por 30 s, seguido de 60 s em hipoclorito 

de sódio a 1 %. Em seguida, foram lavadas em água destilada esterilizada, sendo posteriormente 

colocados em meio Batata Dextrose Agar (BDA) com a adição de 0,05g/L de estreptomicina. 

As placas foram mantidas a 28 ± 2 ºC por sete dias e, após o cultivo, bordas das estruturas 

fúngicas obtidas sobre o tecido coletado foram transferidas para o meio BDA. Após o 

desenvolvimento de culturas puras por técnica de purificação monohifal, discos contendo 

estruturas fúngicas foram armazenadas a 5 ºC em frascos contendo água destilada esterilizada 

(CASTELLANI, 1939). 

 

2.3      Análises morfológicas 

 

Para as análises morfológicas, discos contendo estruturas fúngicas (5 mm de diâmetro) 

de culturas puras dos isolados foram colocados em placas de Petri contendo meio BDA e 

mantidas a 25 ± 2°C, com fotoperíodo de 12 horas, durante 7 dias, sendo registrada sua 

coloração durante esse período. Os diâmetros das colônias dos isolados e sua velocidade de 

crescimento micelial (mm dia-1) foram calculados diariamente. Para a avaliação dos conídios e 

apressórios, foi utilizado o método do microcultivo, sendo depositado um bloco de ágar 

contendo a estrutura fúngica sobre a lâmina, e acima a lamínula. A lâmina foi colocada dentro 
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da placa Petri contendo papel filtro umedecido com água destilada esterilizada (MENEZES; 

ASSIS, 2004). As placas foram incubadas a 25 ± 2 ºC em BOD por 5 dias. Após o cultivo, as 

lamínulas foram retiradas das placas de Petri para avaliação. Para cada isolado, foram avaliados 

o comprimento e largura de 100 apressórios e conídios, escolhidos aleatoriamente, identificados 

por microscópio óptico, utilizando o software image j, versão 1.52a. Para cada isolado, foram 

utilizadas três réplicas. As médias foram comparadas pelo teste de Scott-knott a 5 % de 

probabilidade pelo programa Sisvar versão 5.7 (Build 91). 

 

2.4       Extração de DNA 

 

A massa micelial dos isolados fúngicos foi obtida de cultivos em BDA crescidas por 

sete dias a 28 ± 2 ºC. O micélio foi macerado em almofariz na presença de nitrogênio líquido e 

seu material genômico foi extraído pelo método de Ferreira; Grattapaglia (1998), com 

modificações, sendo adicionados 700 uL de tampão de extração (NaCl 1,4M; Tris HCl pH 8,0 

100 mM; EDTA 20 mM; SDS 0,5%; β-Mercaptoetanol 0,2% e água Milli-Q) e incubados a 65 

ºC por 60 min. Em seguida, foi adicionada uma solução de Clorofórmio: Álcool Isoamílico 

(24:1, v/v) com posterior precipitação com 400 mL de álcool isopropílico. As amostras 

precipitadas foram centrifugadas a 15.000 g por 10 min. Os precipitados foram lavados em 

etanol gelado a 70, 80 e 90 %, respectivamente, e secos em temperatura ambiente. As amostras 

foram ressuspensas em água estéril com adição de RNA’se e, em seguida, submetidas ao banho-

maria, a 37 °C por 30 min, e posteriormente armazenadas a -20 ºC. O DNA obtido foi 

quantificado em eletroforese em gel de agarose a 1% e corado com brometo de etídio (0,5 

μg.mL-1) em tampão TBE a 120 V por  30 min e posteriormente visualizado sob luz UV usando 

o sistema de documentação em gel (Proteinsimple – Alphaimager HP). 

 

2.5       Identificação molecular 

 

A identificação molecular foi realizada usando primers específicos para o gênero 

Colletotrichum, Cc1F1 (5’-ACC TAA CTG TTG CTT CGG CG-3’) e Cc2R1 (5’-AAA TTT 

GGG GGT TTT ACG GC-3'), descrito por Cullen et al. (2002), e para a espécie C. 

gloeosporioides, CgInt (5'-GGC CTC CCG CCT CCG GGC GG-3'') e ITS4 (5'- TCC TCC 

GCT TAT TGA TAT GC-3'), descrito por Mills et al. (1992). Para a PCR, utilizou-se 20 μL de 

volume final contendo 25 ng de DNA, 1x tampão de PCR (KCl  50 mM, Tris-HCl 200 mM, pH 

8,4; da Sinopse inc), 2,5 mM de cada dNTP (Sinopse inc.), 1,5 mM MgCl2, 2 mM Primer e 1 
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U de Taq polimerase (Sinopse inc.). As amplificações do DNA foram realizadas em 

termociclador de DNA Amplitherm, consistindo em uma etapa inicial de desnaturação a 95 ºC 

durante três minutos, seguida de 35 ciclos a 94 ºC por 40 s, 60 ºC por 1 min e 72 ºC por 1 min, 

e uma etapa final de extensão 72 ºC por 10 min. Os produtos da PCR foram separados em gel 

de agarose a 1,2 %, corado com brometo de etídio (0,5 μg.mL-1) em tampão TBE a 120 V por 

1,5-2 h, e posteriormente visualizados sob luz UV, usando o sistema de documentação em gel 

(Proteinsimple – Alphaimager HP). O tamanho dos fragmentos amplificados foi comparado a 

partir do padrão de peso molecular de 100 pb “DNA Ladder Plus” (Thermofisher).  

 

2.6       Diversidade genética 

 

Para a diversidade genética, foram utilizados nove primers ISSR e 12 Primers RAPD 

para o rastreamento do polimorfismo (Tabela 2) de 28 isolados de C. gloeosporioides. As 

reações de amplificação para os iniciadores RAPD foram realizadas utilizando volumes finais 

de 12 µL, contendo 10 ng do DNA, 5 µM do primer, 2 mM  de cada dNTP, solução tampão de 

Buffer 1x (50 mM de KCl; 200 mM de Tris-HCl, pH 8,4), 1,5 mM de MgCl2, 5 µg de BSA e 1 

U de Taq DNA polimerase. As amplificações em termociclador para os primers RAPD 

consistiram em uma etapa inicial de desnaturação a 96 ºC por 1 min, seguida de 40 ciclos a 94 

ºC por 1 min para a desnaturação, 1 min a 40 °C para o anelamento e 2 min a 72 ºC para a 

extensão e uma etapa final de extensão de 72 ºC, por 5 min. As reações de amplificação para os 

iniciadores ISSR foram realizadas utilizando volumes finais de 12 µL contendo 10 ng do DNA, 

0,2 µM do primer, 2 mM  de cada dNTP, solução tampão de Buffer 1x (50 mM de KCl; 200 

mM de Tris-HCl, pH 8,4), 1,5 mM de MgCl2, 5 µg de BSA e 1 U de Taq DNA polimerase. As 

amplificações para os primers ISSR consistiram em uma etapa inicial de desnaturação por 94 

ºC por 4 min, seguida de 35 ciclos a 94 ºC por 40 s, temperatura de anelamento de cada iniciador 

por 40 s e 72 ºC por 1 min, e uma etapa final de extensão 72 ºC por 5 min. 
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Tabela 2 - Dados dos iniciadores ISSR e RAPD utilizados. 

Nº do Primer Código do  

iniciador  

Sequência do iniciador (5’ → 3’) Temperatura 

de anelamento 

Primer ISSR    

1 DiGA5’CR CRGAGAGAGAGAGAGAGA 50 

2 TriCAC’RC CACCACCACCACCACRC 55 

3 TriGTG GTGGTGGTGGTGGTG 55 

4 TriGTG3’yC GTGGTGGTGGTGGTGyC 52 

5 TriGTG5’Cy CyGTGGTGGTGGTGGTG 55 

6 TriTGT5’Cy CyTGTTGTTGTTGTTGT 50 

7 TriTCA3’RC TCATCATCATCATCARC 50 

8 TriTCC3’RC TCCTCCTCCTCCTCCRC 50 

9 TriCGA3’RC CGACGACGACGACGARC 45 

    

Primer RAPD    

1 OPD 02 GGACCCAACC 40 

2 OPD 03 GTCGCCGTCA 40 

3 OPD 07 TTGGCACGGG 40 

4 OPD 08 GTGTGCCCCA 40 

5 OPD 13 GGGGTGACGA 40 

6 OPD 18 GAGAGCCAAC 40 

7 OPD 20 ACCCGGTCAC 40 

8 OPM 01 GTTGGTGGCT 40 

9 OPM 02 ACAACGCCTC 40 

10 OPM 12 GGGACGTTGG 40 

11 OPM 15 GACCTACCAC 40 

12 OPM 20 AGGTCTTGGG 40 

 

Os produtos da PCR foram separados em gel de agarose a 1,2% corado com brometo de 

etídio (0,5 μg.mL -1), em tampão TBE (1X) a 120 V por 1,5-2 h, e posteriormente visualizados 

sob luz UV utilizando o sistema de fotodocumentação em gel (Proteinsimple – Alphaimager 

HP). O tamanho dos fragmentos amplificados foi comparado a partir do padrão de peso 

molecular de 100 pb “DNA Ladder Plus” (Thermofisher). 

Os resultados das amplificações com os iniciadores ISSR e RAPD nos 28 isolados foram 

analisados em sistema binário para a presença de bandas “1” ou ausência “0”, sendo 

consideradas somente bandas nítidas e reproduzíveis. Para cada marcador selecionado, foi 

gerado o conteúdo de informações polimórficos (PIC). Um dendograma foi construído com 
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base no coeficiente de similaridade de Jaccards utilizando o método de agrupamento de pares 

não ponderadas (UPGMA) pelo programa NTSYS (ROHLF, 1998). 

 

2.7       Teste de patogenicidade 

 

A virulência dos isolados foi avaliada em frutos da variedade Tommy Atkins obtidos de 

cultivos locais do RN. Os frutos foram lavados em água corrente, desinfestados por imersão em 

hipoclorito de sódio a 1,5 % (NaCl) por 2 min, e novamente lavados em água destilada 

esterilizada e secos sob temperatura ambiente (colocar sob temperatura média do ambiente). 

Em seguida, foram realizadas três perfurações de 7 mm, com o auxílio de furador metálico 

estéril na epiderme de cada fruto. Para cada isolado, discos contendo estruturas fúngicas de 5 

mm de diâmetro foram previamente removidos de bordas de culturas crescidas em meio BDA 

por sete dias de crescimento, e transferidos para cada ponto das perfurações do fruto. O grupo 

controle consistiu de discos de meio BDA sem crescimento fúngico. Os frutos foram colocados 

em bandejas plásticas (desinfestadas com álcool 70%), contendo algodão umedecidos com água 

destilada esterilizada, sendo posteriormente cobertos com papel filme para a manutenção da 

umidade nos frutos. As bandejas com os frutos foram mantidas em temperatura ambiente (30 ± 

1°C) em fotoperíodo natural. O delineamento experimental foi o inteiramente casualizado, com 

seis repetições por isolado, sendo a unidade experimental equivalente a uma perfuração. A 

avaliação da virulência foi realizada sete dias após a inoculação, mediante a medição do 

diâmetro médio das lesões (cm). Os isolados foram considerados patogênicos quando a área 

lesionada foi superior à lesão inicial de 7 mm de diâmetro. A diferença na virulência dos 

isolados de C. gloeosporioides foi analisada por ANOVA, e suas médias foram comparadas 

pelo teste LSD a 5 % de significância, utilizando o programa estatístico Sisvar versão 5.7 (Build 

91). 

 

 

 

 

 

 

 

 

https://link.springer.com/article/10.1007/s00606-017-1466-z?shared-article-renderer#ref-CR41
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3      RESULTADOS 

 

3.1      Identificação molecular 

 

Dos isolamentos teciduais de folhas e frutos de mangueira, o DNA dos 28 isolados 

amplificou com os iniciadores Cc1F1/Cc2R1 e CgInt / ITS4 específicos para o gênero e espécie 

do C. gloeosporioides (Figura 1), respectivamente. Ambos geraram um fragmento de DNA de 

450 pb, conforme o esperado. 

 

 

Figura 1 - Produto de amplificação por PCR com o par de iniciadores CgInt/ITS4 para detecção de 

Colletotrichum gloeosporioides. 

 

3.2       Análises morfológicas 

 

As diferenças nas características de coloração das colônias resultaram em seis grupos 

distintos para os 28 isolados de C. gloeosporioides (Figura 2). Isolados do grupo 1 (Isolado 1) 

produziram colônias de coloração levemente acinzentada sem massa conidial visível. O grupo 

2 (Isolados 5, 7, 14, 15, 16, 17, 22, 27 e 28) apresentaram micélio levemente acinzentado com 

massa conidial alaranjada pouco visível. Grupo 3 (Isolados 6, 8, 10, 11, 20 e 23) apresentou 

massa micelial acinzentada com massa conidial escura no centro e regiões escuras nas laterais. 

O grupo 4 (Isolados 2, 9, 12, 13, 21, 18 e 25) apresentou coloração levemente salmão contendo 

massa conidial alaranjada, e escura no centro. O grupo 5 (Isolados 19 e 24) apresentou coloração 

salmão com massa conidial escura e aneis concêntricos escuros ao longo do centro para as 

bordas da cultura. O grupo 6 (Isolados 4 e 26) apresentou variações concêntricas de coloração 

variando do salmão, cinza claro e cinza escuro com massa conidial escura visível. Houve 

diferença significativa na taxa de crescimento entre os isolados avaliados (Tabela 3), variando 

de 11,13 (Isolado 26) a 17,73 mm dia-1 (Isolado 14). 
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Figura 2 – Os seis morfotipos encontrados de Colletotrichum gloeosporioides isolados de mangueira, a) lado 

superior da colônia e b) verso da colônia. 

 

Três tipos de conídios e apressórios foram observados nos isolados avaliados (Figura 

3). Para os conídios: 1 - retos com extremidade arredondada, 2 – retos com constrição e 3 – 

retos e afilados em uma das extremidades. Para os apressórios: 1 - irregulares e lobulados, 2 

- irregulares e fracamente lobulados, 3 - arredondados e lisos. Foram observados 25 isolados 

contendo, em sua maioria, conídios retos com extremidade arredondada e três apresentando 

conídios retos e afilados em uma das extremidades. Em relação aos apressórios, 19 isolados 

apresentaram estruturas redondas e lisas e nove irregulares e fracamente lobulado. Além 

disso, foram observados a presença de setas em oito dos 28 isolados. Os tamanhos médios de 

largura e comprimento variaram de 2,10 a 4,55 μm, e 7,75 a 14,28 μm para os coníd ios e de 

4,89 a 7,05 μm, e 7,13 a 9,90 μm para os apressórios, respectivamente (Tabela 3).  

 

Figura 3 - Estruturas encontradas nos isolados estudados: Setas (a) Conídios: retos com extremidade arredondada 

(b) retos e afilados em uma das extremidades (c) e retos com constrição (d) Apressórios: arredondados e lisos (e) 

irregulares e fracamente lobulado (f) irregulares e lobulados (g). 
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Tabela 3 - Taxas de crescimento, caracterização de conídios, apressórios e presença de setas dos isolados de C. 

gloeosporioides. 

Isolados Presença  

de setas 

    Taxa de 

 crescimento 

   (mm dia-1) 

                 Conídios Apressório conidial 

    Largura 

      (μm) 

Comprimento 

      (μm) 

Forma mais 

encontrada 

  Largura 

    (μm) 

Comprimento 

      (μm) 

Forma mais 

encontrada 

1 - 15,47±0,32 e 3,85±0,32 c 11,23±0,86 f 1 6,21±0,78 e 8,62±1,17 e 3 

2 + 13,93±0,19 d 3,54±0,27 b 11,34±1,06 f 1 6,34±0,70 f 9,10±1,08 f 2 

3 - 14,53±0,24 d 4,55±0,37 f 7,75±0,87 a 1 6,15±1,43 e 8,19±1,29 d 3 

4 - 13,20±0,22 c 4,17±0,28 e 11,26±0,97 f 1 6,32±0,70 f 8,21±0,95 d 3 

5 - 13,93±0,27 d 3,95±0,29 e 12,17±0,69 h 3 5,13±0,44 a 7,39±0,88 a 3 

6 - 13,73±0,26 d 2,82±0,43 a 9,46±1,40 c 1 6,03±0,75 d 8,08±1,19 c 3 

7 - 12,40±0,30 b 2,93±0,37 b 10,91±0,59 e 1 5,27±0,67 b 7,41±1,07 a 3 

8 - 11,20±0,15 b 2,46±0,45 a 8,32±1,12 b 3 5,88±0,77 d 8,31±0,81 d 2 

9 - 13,40±0,16 c 3,54±0,28 c 11,20±0,51 e 1 6,10±0,69 d 7,91±1,30 c 2 

10 - 15,60±0,22 e 2,10±0,39 a 10,98±1,27 e 1 5,78±0,79 c 7,73±1,11 b 2 

11 - 13,73±0,16 d 3,52±0,32 b 11,86±0,84 g 1 4,89±0,80 a 7,48±1,29 a 2 

12 - 14,20±0,26 d 3,65±0,34 c 11,63±1,36 f 1 6,54±0,87 f 8,43±0,97 d 2 

13 - 14,33±0,14 d 2,89±0,59 b 9,89±1,23 c 1 5,17±0,75 a 7,13±1,20 a 2 

14 + 17,73±0,38 g 3,50±0,23 b 10,52±0,57 d 1 5,56±0,68 b 7,41±0,83 a 3 

15 - 14,07±0,23 d 4,03±0,19 e 11,73±0,55 g 1 5,32±0,80 b 7,72±1,17 b 3 

16 - 17,40±0,30 g 4,19±0,34 e 12,20±0,62 h 3 6,24±0,64 e 9,30±1,32 g 3 

17 + 16,07±0,19 e 4,09±0,37 e 11,67±0,76 g 1 6,09±0,66 d 8,24±0,95 d 3 

18 + 14,07±0,22 d 2,94±0,52 b 11,15±1,29 e 1 5,86±0,50 c 8,13±0,68 d 2 

19 + 16,27±0,13 f 4,27±0,40 f 12,79±0,84 i 1 6,87±0,59 g 9,60±0,88 h 3 

20 + 11,33±0,14 a 4,29±0,58 f 14,28±2,62 j 1 5,90±0,74 d 8,62±1,06 e 2 

21 + 15,53±0,25 e 4,32±0,33 f 12,28±0,67 h 1 7,05±0,76 g 9,90±1,01 h 3 

22 + 15,13±0,23 e 3,98±0,21 e 11,83±1,48 g 1 5,74±0,46 c 7,92±0,78 c 3 

23 - 14,80±0,29 e 3,88±0,26 d 11,31±0,75 f 1 5,67±0,45 c 7,91±0,81 c 3 

24 - 12,87±0,14 c 3,65±0,38 c 12,29±0,74 h 1 5,85±0,62 c 8,91±0,95 f 3 

25 - 15,40±0,38 e 3,92±0,25 d 13,04±0,98 i 1 5,44±0,50 b 8,16±0,86 d 3 

26 - 11,13±0,27 a 3,88±0,23 d 11,68±0,69 g 1 5,21±0,81 b 7,82±1,25 c 3 

27 - 16,00±0,36 f 4,26±0,54 f 10,85±1,18 d 1 5,12±0,90 a 7,34±1,92 a 3 

28 - 16,47±0,08 f 4,02±0,29 d 12,45±0,85 h 1 6,30±0,79 e 9,59±1,84 g 3 

Formas mais encontradas: Conídios: 1 - retos com extremidade arredondada, 2 – retos com constrição e 3 – 

retos e afilado em uma das extremidades; Apressórios: 1 - irregulares e lobulados, 2 - irregulares e fracamente 

lobulados, 3 - arredondados e lisos. Média ± erro padrão. Letras diferentes na mesma coluna difere 

significativamente (P≤0,05) de acordo com o teste de Scott Knott.  
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3.3       Diversidade genética 

 

As amplificações com os iniciadores RAPD (Figura 4) usando 12 iniciadores 

produziram 167 locos, dos quais 128 (76,6%) foram locos polimórficos (Tabela 4), sendo 

bandas altamente distintas. O número de bandas amplificadas para os iniciadores variou de 7 

(OPD08) a 22 (OPM01). Dos 12 iniciadores, nenhum obteve 100 % de polimorfismo, tendo o 

iniciador OPM01 apresentado maior taxa (90%).  Foram calculados os valores de PIC para cada 

iniciador. O iniciador OPD07 apresentou o maior valor de PIC, 0,440 e o iniciador OPM02 

obteve o menor valor de PIC de 0,265. O valor médio de PIC para o marcador RAPD de 0,364. 

 

Figura 4 - Produtos da amplificação de PCR com o iniciador RAPD 18 dos 28 isolados de C. gloeosporioides 

submetidos a eletroforese em gel de agarose. ‘M’ nas extremidades do gel representa o marcador de peso molecular 

de 100 pb. As canaletas de 1 a 28 representam cada um dos 28 isolados. 

 

Tabela 4 - Caracterização dos dados obtidos com os iniciadores RAPD e ISSR quanto ao total de locos (TL), locos 

monomórficos (LM), locos polimórficos (LP), porcentagem de polimorfismo (%P) e conteúdo de informação de 

polimorfismo (PIC).  

Primer TL LM LP % P PIC 

 

Primers RAPD 

     

OPD 02 10 1 9 90 0,387 

OPD 03 8 2 6 75 0,356 

OPD 07 9 1 8 88,9 0,440 

OPD 08 7 2 5 71,4 0,328 

OPD 13 12 7 5 41,7 0,363 

OPD 18 17 3 14 82,4 0,290 

OPD 20 20 2 18 90 0,328 

OPM 01 22 2 20 90,9 0,406 

OPM 02 17 3 14 82,4 0,265 

OPM 12 15 8 7 46,7 0,414 

OPM 15 12 3 9 75 0,378 

OPM 20 

 

18 5 13 72,2 0,408 

Total 167 39 128 76,6 - 

Média 13,9 3,25 10,7 - 0,364 
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Primers ISSR      

DiGA5’CR 8 0 8 100 0,356 

TriCAC’RC 7 1 6 85,7 0,215 

TriGTG 10 0 10 100 0,353 

TriGTG3’yC 8 2 6 75 0,460 

TriGTG5’Cy 7 0 7 100 0,439 

TriTGT5’Cy 5 0 5 100 0,364 

TriTCA3’RC 6 0 6 100 0,401 

TriTCC3’RC 6 0 6 100 0,446 

triCGA3’RC 6 2 4 66,7 0,385 

 

Total 63 5 58 92,1 - 

Média 7 0,5 6,4 - 0,380 

      

 

 

As amplificações dos iniciadores ISSR utilizando nove iniciadores produziram 63 locos, 

dos quais 58 (92,1%) foram polimórficos (Tabela 4). O número de bandas amplificadas para os 

iniciadores ISSR variou de cinco (TriTGT5’Cy) a dez (TriGTG). Dos nove iniciadores, seis 

apresentaram 100% de polimorfismo (DiGA5’CR, TriGTG, TriGTG5’Cy, TriTGT5’Cy, 

TriTCA3’Cy e TriTCC3’RC). O maior valor de PIC (0,460) foi obtido com o iniciador ISSR10 

e o menor (0,215) foi com o iniciador ISSR08, com valores médios de 0,380 por iniciador. Os 

dados obtidos de ambos os iniciadores foram combinados para gerar a similaridade genética. O 

dendograma gerado com os dados (Figura 5) gerou 0,51 de similaridade a formação de oito 

grupos: grupo 1 (isolados 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 13, 14, 15, 16, 19, 27 e 28), grupo 2 

(isolados 22 e 26), grupo 3 (isolados 20, 24 e 25), grupo 4 (isolado 18), grupo 5 (isolado 23), 

grupo 6 (isolado 17), grupo 7 (isolado 21), grupo 8 (isolado 12). O coeficiente de similaridade 

variou de 0,23 (Isolados 12 e 21) a 0,71 (Isolados 2 e 4). 
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Figura 5 – Dendograma gerados pelo método UPGMA a partir da combinação dos iniciadores ISSR+RAPD.  

 

3.4      Avaliação de patogenicidade 

 

Houve diferenças significativas (P≤0,05) na virulência entre os isolados (Figura 6). 

Dentre os isolados de C. gloeosporioides avaliados, apenas três (Isolados 5, 8 e 23) não 

apresentaram lesões nos frutos (0,7 cm referente a lesão inicial) (Tabela 5). Os demais 

produziram lesões típicas de antracnose. As maiores médias de lesões foram encontradas entre 

os isolados 24 (2,7 cm), 21 (2,6 cm) e 20 (2,3 cm). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 6 – Patogenicidade de C. gloeoporioides em mangas da variedade Tommy Atkins, sete dias após a 

inoculação. Lesões causadas por isolados mais virulentos; isolados 24 (a) e 21 (b) e ampliação de suas respectivas 

lesões (e; f) e dois não patogênicos, isolados 5 (c) e 8 (d) e seus respectivos locais de inoculação (g e h).  
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Tabela 5 – Médias de lesões em mangas, causadas por isolados de C. gloeosporioides. 

Isolado Média de lesão (cm) Isolados Média de lesão 

Controle 0,7 a  15 2,1 ef  

1 0,82 ab  16 0,95 b  

2 0,88 ab  17 0,85 ab  

3 0,78 ab  18 0,77 ab  

4 0,75 ab  19 0,72 ab  

5 0,7 a  20 2,3 f  

6 1,2 c  21 2,6 g  

7 0,73 ab  22 0,73 ab  

8 0,7 a  23 0,7 a  

9 2,1 e  24 2,7 g  

10 0,82 ab  25 0,8 ab  

11 0,82 ab  26 1,65 d  

12 0,75 ab  27 1,77 d  

13 0,75 ab  28 0,82 ab  

14 0,95 b     

Letras diferentes mostram diferenças significativas (P≤0,05) de acordo com o teste t (LSD).  
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4       DISCUSSÕES 

 

A diversidade de coloração obtida pelas colônias pode ser atribuída às expressões 

fenotípicas associadas ao ambiente, bem como à liberação de metabólitos secundários, que tem 

sido bastante associada a isolados de Colletotrichum, possibilitando alto grau de variações 

morfoculturais (BAILEY; JERGER, 1992; BONETT et al., 2010).  

Para a velocidade de crescimento micelial, foram encontradas diferenças até mesmo 

entre isolados de mesmo grupo de coloração morfocultural, demonstrando relação de 

independência entre a coloração e a taxa de crescimento micelial. Além disso, pode-se observar 

diferença significativa de crescimento entre C. gloeosporioides isolados da mesma planta, 

porém de tecidos diferentes, como é o caso dos isolados 10 e 11; 15 e 16; 18 e 19; 24 e 25, 

respectivamente, de frutos e folhas. Este resultado demonstra possível variação dos isolados 

que pode estar associada a uma especificidade ao tecido do hospedeiro, podendo possuir até 

mesmo variação em nível genético. 

A maioria dos isolados teve predominância de conídios retos com extremidades 

arredondadas, sendo esse formato característico de C. gloeosporioides (SUTTON, 1992; 

RITCHIE, 2003). Segundo Sutton (1992), o comprimento médio dos conídios desta espécie é 

de 12 a 17 μm, e a largura é de 3,5 a 6. Este resultado é divergente do encontrado no presente 

trabalho, em que se obteve resultados menores para o comprimento (7,75 μm) e largura (2,10 

μm) dos conídios. Entretanto, outros trabalhos (TOZZE, 2015; ANDRADE, 2007) relatam 

também as divergências nos parâmetros informados por Sutton (1992). Damm (2012) relata 

que a variabilidade na expressão morfológica dessa espécie torna a identificação com base na 

caracterização morfológica bastante ambígua.  

Embora haja caracterização morfológica e molecular de espécies de Colletotrichum em 

todo o mundo, estudos como esses ainda são escassos no Rio Grande do Norte (RN), grande 

exportador de manga do Brasil. A combinação de caracteres morfológicos e moleculares 

encontradas no presente trabalho confirmam que C. gloeosporioides é o causador de antracnose 

em manga na região do RN, Brasil. Foram identificados, por meio de iniciadores moleculares, 

100% dos isolados de Colletotrichum obtidos (28), como pertencentes ao complexo de espécie 

de C. gloeosporioides. O uso de primers específicos para C. gloeosporioides também foram 

utilizados com sucesso para a detecção desta espécie em culturas tropicais como tamarindo, 

maracujá e manga (AFANADOR-KAFURI et al., 2003). Stracieri (2015), quando avaliou 

isolados de Colletotrichum com primers gene específico associados a mangueira no estado de 

São Paulo no Brasil, confirmou que os 52 isolados avaliados pertenciam à espécie C. 
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gloeosporioides. Estes resultados mostram a confiabilidade desses primers para uma 

identificação precisa, especialmente quando a identificação morfológica é dificultada 

(WHITELAW-WECKERT et al. 2007). Ferramentas baseadas em PCR são de grande interesse 

nesse tipo de estudo na medida em que permitem o diagnóstico rápido e preciso dessa espécie. 

Nos perfis dos iniciadores ISSR e RAPD foi possível observar a confiabilidade e 

reprodutibilidade aparentes nas amplificações da PCR. O agrupamento dos isolados de C. 

gloeosporioides pôde ser identificado devido à alta detecção dos alelos característicos da 

espécie. A variação polimórfica foi de 66,7 a 100% e 41,7 a 90,9% em ISSR e RAPD, 

respectivamente, sendo encontrada maior taxa de polimorfismo em iniciadores ISSR. Diversos 

autores identificam a grande capacidade dos iniciadores ISSR em acessar a diversidade genética 

(FAN et al., 2010; ABADIO et al., 2012). Entretanto, alguns autores revelam maior 

porcentagem de polimorfismo encontrado em iniciadores RAPD, em comparação a ISSR 

(ARIF et al., 2009; GOMES et al., 2009; TANYA et al., 2011), atribuindo isso à maior 

capacidade desses iniciadores em acessar mais regiões informativas no genoma.  

O PIC médio para ambos os iniciadores ISSR e RAPD foi de 0,380 (intervalo = 0,215 a 

0,460) e 0,364 (intervalo= 0,290 a 0,440), respectivamente. Prittesh (2018), avaliando a 

diversidade genética de isolados de C. falcatun, obteve resultados muito superiores de valores 

de PIC para iniciadores ISSR e RAPD (0,767 e 0,705, respectivamente). Contudo, apesar dos 

baixos valores de PIC encontrados no presente estudo, a obtenção de coeficientes de 

similaridade baixos obtidos com ISSR e RAPD revelam o grande suporte que esses iniciadores 

possuem em acessar a diversidade genética de C. gloeosporioides.  

Além disso, a diversidade genética pode ser encontrada até mesmo em isolados 

coletados da mesma planta, identificando, assim, o grande nível de variação genética de C. 

gloeosporioides presentes em plantações de mangueira do Rio Grande do Norte, Brasil. 

Resultados semelhantes foram relatados na caracterização molecular de isolados de 

Colletotrichum em citros, sendo possível o agrupamento genético de isolados obtidos em 

diferentes tecidos da planta (SILVEIRA et al., 2016).  

Os iniciadores RAPD e ISSR detectaram variações notáveis de polimorfismo e 

satisfatória capacidade de discriminação dos indivíduos, sugerindo, assim, a eficiência dos dois 

iniciadores na análise de relações genéticas. Os agrupamentos gerados pelo dendograma não 

puderam ser correlacionados às localidades de coleta dos isolados. Estes resultados estão em 

conformidade com os de Ratanacherdchai et al. (2010), para quem nem sempre se pode 

relacionar o agrupamento genético e a localização geográfica dos isolados. Porém, Stracieri 

(2015), quando estudaram isolados de Colletotrichum em mamão, observou a formação de 



38 
 

quatro grupos contendo todos os indivíduos relacionados de uma mesma região. 

Ratanacherdchai et al. (2010), avaliando diversidade genética de C. falcatum em pimenta por 

iniciadores ISSR, correlacionaram a distribuição geográfica à diversidade encontrada nos 

indivíduos. Os resultados encontrados neste trabalho podem ser relacionados com infecções 

cruzadas de isolados de regiões diferentes, possibilitando trocas genéticas entre regiões, 

dificultando, assim, o agrupamento de isolados de uma mesma localidade. Isto implicaria a 

dispersão de isolados possivelmente mais patogênicos ao longo da região, incidindo em 

contaminações e perdas de produção em áreas onde ocorreram a introdução dos novos isolados, 

dificultando o controle e aumentando os custos de produção. 

Poucos isolados de Colletotrichum apresentaram altos níveis de virulência, tendo 67% 

dos isolados obtidos da variedade Tommy apresentado lesões acima de 1 cm de diâmetro contra 

apenas 21% dos isolados da variedade Palmer (Figura 8). Estes resultados mostram a grande 

adaptabilidade de isolados obtidos da mesma variedade de manga, assim como observado por 

Marques (2009), ao avaliar a patogenicidade de isolados de Colletotrichum em diferentes 

variedades de café, identificou, para um mesmo isolado, a patogenicidade em 100% dos frutos 

inoculados na variedade Semperflorens contra apenas 20% da variedade Catuaí Arrepiado.  

Lima et al. (2015), verificando a diversidade patogênica de isolados de C. 

gloeosporioides em frutos de manga entre as variedades Keith, Palmer e Tommy Atkins, 

observaram que a variedade Tommy foi identificada como a mais resistente a este patógeno. 

Estes dados estão de acordo com o presente trabalho, no qual foi evidenciada baixa quantidade 

de isolados que obtiveram virulência significativa contra a variedade Tommy. Isso 

provavelmente se deve à resistência do fruto inoculado ou das características dos isolados 

(ALAHAKOON et al., 1994; SNADERS; KORSTEN, 2003). Segundo Lima et al. (2015), essa 

virulência reduzida pode estar relacionada à resistência dessa variedade à deterioração na fase 

de pós-colheita, sendo menos perecível e mais parcialmente resistente à antracnose (LIMA 

NETO et al., 2010), o que justifica a grande apreciação de sua produção para o mercado externo.  

Os isolados mais patogênicos foram provenientes da Fazenda 3 (Isolados 9, 15 e 20), 

localizada em Ipanguaçu/RN, e da Fazenda 4 (Isolados 21, 24, 26 e 27), localizada em 

Pendências/RN. As demais Fazendas apresentaram isolados pouco virulentos. Lima et al. 

(2015), quando avaliaram mangas na cidade de Pendências no Rio Grande do Norte, mesma 

localidade da Fazenda 3, encontraram também isolados com alta taxa de virulência, chegando 

a 6 cm de lesão dez dias após a inoculação. Estes resultados demonstram possivelmente uma 

carga genética de alta virulência dos isolados destas áreas, necessitando de maiores cuidados e 

de rígidas práticas de manejo deste fungo.       
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 Dentre os isolados obtidos, dez foram provenientes de cinco diferentes plantas, sendo 

isolados tanto dos frutos quanto das folhas. Destes, os isolados 15, 16 (planta 13) e 24, 25 

(planta 20), de fruto e folha, respectivamente, foram mais virulentos os isolados obtidos de 

frutos (isolados 15 e 24), mostrando a seletividade não só de variedade da fruta como também 

do tecido vegetal. Os demais isolados (4, 5; 10, 11 e 18, 19) foram pouco virulentos, não 

apresentando diferença significativa na virulência. 

Apesar dos iniciadores RAPD e ISSR se mostrarem eficientes em acessar a diversidade 

genética dos isolados, não foi possível correlacionar os agrupamentos obtidos na similaridade 

genética com os níveis de patogenicidade, de maneira que alguns grupos tiveram tanto 

indivíduos patogênicos quanto não patogênicos. Estes resultados podem estar relacionados à 

hipótese relatada por Gordon; Martyn (1997), segundo a qual isolados patogênicos podem ter 

se originado de populações não patogênicas pré-existentes ou da perda de patogenicidade destes 

isolados. Outra justificativa está relacionada às regiões do genoma de atuação dos iniciadores 

RAPD e ISSR utilizados. Como as características de patogenicidade podem ter o envolvimento 

de diversos genes, os iniciadores utilizados podem não ter sido capazes de acessar estes genes, 

podendo não distinguir entre isolados patogênicos e não patogênicos. Resultados semelhantes 

foram encontrados por Martins (2005), que não identificou correlação da variabilidade genética 

com a virulência de isolados de Fusarium ssp. 

Nossos achados revelam grande diversidade de espécies do complexo C. 

gloeosporioides presentes em áreas produtoras do Rio Grande do Norte, Brasil. 

Consequentemente, pesquisas extensivas sobre a caracterização de espécies de Colletotrichum, 

além de avaliações patogênicas podem possibilitar maior conhecimento sobre a atuação e carga 

genética da virulência em regiões de importância. 
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CAPÍTULO III 

 

ATIVIDADE in vitro E in vivo DE ÓLEOS ESSENCIAIS DE Zingiber officinale E Croton 

lechleri CONTRA Colletotrichum gloeosporioides ISOLADOS DE MANGUEIRA 

 

RESUMO 

A antracnose, causada pelos fungos do gênero Colletotrichum, é uma doença principalmente de 

pós-colheita em diversas fruteiras, causando grandes prejuízos na produção de mangas. Essa 

doença é de extrema importância, ocorrendo em todas as áreas de produção desse frutífera em 

todo o mundo. Este estudo teve como objetivo avaliar a utilização de óleos essenciais de 

gengibre (Zingiber officinale) e de sangue de dragão (Croton lechleri) como método alternativo 

para o manejo da antracnose da mangueira, em condições in vitro e in vivo. Para o teste in vitro, 

três isolados mais patogênicos foram utilizados na avaliação de inibição com os óleos de 

gengibre, sangue de dragão e a combinação de ambos nas concentrações de 0,2; 0,4; 0,6 e 0,8% 

em placas de Petri. Os mesmos tratamentos foram utilizados para o teste in vivo. Após a 

introdução de discos miceliais em frutos de manga, as diferentes concentrações de óleos foram 

espalhadas na superfície inoculada e mantida por sete dias após a avaliação. Nos testes in vitro, 

houve diferenças significativas entre os tratamentos, sendo que a maior inibição média foi de 

28,5% na combinação de 0,3% de gengibre mais 0,3% de sangue de dragão. Para os testes in 

vivo, todos os tratamentos se mostraram altamente eficazes em manga Tommy, apresentando 

100% de inibição do crescimento fúngico no fruto. Com base nos resultados, os óleos de 

gengibre, sangue de dragão e suas combinações se mostraram eficientes para estudos desses 

óleos no aumento da qualidade pós-colheita do fruto para longos períodos de exportação. 

 

Palavras-chave: Antracnose. Inibição. Gengibre. Sangue de Dragão. 
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ABSTRACT 

Anthracnose, caused by fungi from genre Colletotrichum, is a disease especially of post-harvest 

in many fruitful trees, causing big losses in the mango production. This disease is extremely 

importante, occurring in all the areas of this fruitful tree around the world. This study aimed to 

evaluate the use of essencial oils of ginger (Zingiber officinale) and dragon blood (Croton 

lechleri) as an alternative method for the management of anthracnose in mango tree, in 

conditions in vitro and in vivo. For the in vitro test, three isolates more pathogenic were used in 

the assessment of inhibition with ginger, dragon blood oils and the combinations of both in the 

concentrations of 0.2; 0.4; 0.6 in petri dish. The same treatments were used for in vivo test. 

After the introduction of mycelial discs in mango fruit, different concentrations of oil were 

spread in the surface inoculated and maintained durign seven days after the assessment. In in 

vitro tests, there were significant differences, being the greatest average inhibition of 28.5% in 

the combination involving 0.3% of ginger and 0.3% of blood dragon. For in vitro tests, all the 

treatments were highly effective in mango Tommy, presenting 100% of inhibition of fungi 

growthing in the fruit. Based on the results, the oils of ginger, blood dragon and their 

combinations were eficiente for studies about these oils over the increasing post-harvest fruit 

quality for long exportation periods. 

 

Keywords: Anthracnose. Inhibition. Ginger. Blood dragon. 
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1. INTRODUÇÃO 

 

A mangueira (Mangifera indica L.) é destacada como uma das principais frutíferas 

cultivadas em todo o mundo. Isso se deve à grande apreciação da população pelo seu sabor e 

valor nutricional (SHARMA; RAO, 2017). Ela é adaptada a diversos climas sendo mais 

cultivadas em regiões tropicais e subtropicais com alta umidade relativa (LEVIN et al. 2018). 

A maior produção desse fruto, no Brasil, está concentrada na região nordeste, sendo o estado 

do Rio Grande do Norte um dos maiores polos de produção dessa região (IBGE, 2018). 

 Dentre as diversas patologias associadas a cultura da manga estão as doenças fúngicas. 

A antracnose se destaca como uma das patologias mais devastadoras no mundo (CANNON et 

al., 2012) e a mais comum para frutíferas (HE et al., 2017). É causada por fungos do gênero 

Colletotrichum, de grande diversidade genética entre suas espécies (CAI et al., 2009) e nichos 

de vida variados (DE SILVA et al., 2017). Dentre os principais sintomas, nos hospedeiros, estão 

a queima das flores, as manchas das folhas e a podridão dos frutos (ARAUZ, 2000). 

 Os métodos para o controle da antracnose em manga consistem na utilização de 

fungicidas com princípio ativo, como Azoxistrobina, Difenoconazol Mancozebe, dentre outros. 

Com isso, é grande a demanda e aplicação de produtos químicos (SERRANO, 2005). 

Entretanto, sua utilização causa danos ao meio ambiente, sendo até irreversíveis no solo 

(HAYES, 1991), podendo até causar resistência dos fungos com base em processos seletivos 

artificiais (GOTOR-VILA et al., 2017).  Diante disto, a busca pelo controle alternativo aos 

fungicidas tem se intensificado nos meios científicos para o combate de fitopatógenos, 

principalmente para a redução de perdas de frutos pós-colheita (ZHANG et al., 2017). 

 Uma alternativa de controle seria o uso de produtos naturais como óleos essenciais, 

confiáveis e ecologicamente seguros. Devido à grande comprovação de propriedades 

importantes, essas substâncias têm sido bastante estudadas para os mais diversos patógenos 

causadores de enfermidades em plantas (SILVA et al., 2012; JUNIOR et al., 2009). 

 Este estudo teve como objetivo avaliar a utilização de óleos essenciais de gengibre e de 

sangue de dragão como método alternativo de controle contra a antracnose em manga em 

condições in vitro e in vivo. 
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2. MATERIAIS E MÉTODOS 

 

2.1 Isolados fúngicos 

 

Foram utilizados três isolados de Colletotrichum gloeosporioides obtidos de frutos de 

manga coletados em áreas produtoras do estado do Rio Grande do Norte no Brasil.  

 

2.2 Teste de inibição com óleos essenciais 

 

2.2.1 Obtenção dos óleos essenciais 

 

Óleos essenciais naturais puros de Z. officinale (Gengibre) e C. lechleri (Sangue de 

dragão) das marcas BioEssência e Terraflor aromaterapia, respectivamente, foram obtidos 

comercialmente, sendo armazenados a 4°C até o uso.  

 

2.2.2 Teste in vitro 

 

Placas de Petri de 9 cm de diâmetro foram utilizadas contendo meio BDA (Batata 

Dextrose Agar) com diferentes concentrações de óleos essenciais de Z. officinale e C. lechleri, 

sendo 0,2, 0,4, 0,6 e 0,8% de ambos os óleos e também em associação 0,1% + 0,1% (0,2%), 

0,2% + 0,2% (0,4%), 0,3% + 0,3% (0,6%) e 0,4% + 0,4% (0,8%). No controle, foi usada água 

destilada esterilizada. Foi realizado um tratamento utilizado o fungicida com princípio ativo 

mancoezeb (100g/L), totalizando 14 tratamentos. Após a polimerização do meio, discos de 5 

cm de três isolados patogênicos de C. gloeosporioides (isolados 24, 21 e 20) foram colocados 

no centro das placas para a avaliação de inibição. As placas foram incubadas no escuro a uma 

temperatura de 25°C até que o controle, sem a presença de óleo, atingisse as bordas da placa. 

O delineamento foi inteiramente casualizado com três repetições para cada tratamento, sendo a 

unidade experimental equivalente a uma placa de Petri. 

 

2.2.3 Teste in vivo 

 

Frutos de manga da cultivar Tommy Atkins foram tratados com diferentes 

concentrações de óleos essenciais contra C. gloeosporioides para avaliações in vivo. Os frutos 

foram previamente lavados em água corrente, desinfestados em hipoclorito de sódio 1,5% por 

dois minutos e lavados em água destilada autoclavada. Em seguida, foram realizadas três 

perfurações de 7 mm, com o auxílio de furador metálico estéril na epiderme de cada fruto. Para 
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cada isolado, discos contendo estruturas fúngicas de 5 mm de diâmetro foram previamente 

removidos de bordas de culturas crescidas em meio BDA por sete dias de crescimento e 

transferidos para cada ponto das perfurações do fruto. Após a adição dos isolados, solução dos 

óleos essenciais foi espalhada na superfície inoculada e secas em temperatura ambiente. Foram 

utilizados os mesmos tratamentos do teste in vitro. O grupo controle consistiu de frutos com o 

isolado, mas sem o uso dos óleos. Foram utilizados também tratamentos contendo fungicida 

mancozeb. Os frutos foram colocados em bandejas plásticas (desinfestadas com álcool 70%), 

contendo algodão umedecido com água destilada esterilizada, sendo posteriormente cobertos 

com papel filme para a manutenção da umidade nos frutos. As bandejas com os frutos foram 

mantidas em temperatura ambiente (30 ± 1°C) em fotoperíodo natural. O delineamento 

experimental foi inteiramente casualizado com seis repetições por tratamento, sendo a unidade 

experimental equivalente a uma perfuração. A avaliação foi realizada no 7° dia após a 

inoculação, sendo medido o diâmetro da lesão. 

 

2.3 Análise estatística 

 

Os dados observados foram submetidos à análise de variância (ANOVA), tendo suas 

médias comparadas pelo teste de t (LSD) a 5% de significância. As análises estatísticas foram 

realizadas utilizando o software estatístico Sisvar versão 5.7 (Build 91). 
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3. RESULTADOS 

 

3.1  Teste de inibição in vitro 

 

Os óleos testados reduziram significativamente (P≤0,05) o crescimento micelial in vitro 

dos três isolados fúngicos testados em comparação ao controle (Tabela 1). Na concentração de 

0,8%, o óleo de gengibre apresenta maior efeito sobre a inibição média dos isolados (27,4%) 

para esse óleo. O sangue de dragão a 0,2% propiciou maior inibição, com média de 19,2% sobre 

os isolados. Por sua vez, a combinação dos dois óleos (0,3% de gengibre e 0,3% de sangue de 

dragão) teve sua maior taxa de inibição média de 28,5%. 

Tabela 1 - Efeitos dos óleos de gengibre e sangue de dragão no desenvolvimento in vitro de três isolados de C. 

gloeosporioides.  

Letras diferentes na mesma coluna difere significativamente (P≤0,05) de acordo com o teste t (LSD). G – 

Gengibre. S – Sangue de dragão. 

 

A porcentagem média de inibição entre os isolados variou de 6,7% (0,6% de sangue de 

dragão) a 28,5% (0,3% de gengibre + 0,3% de sangue de dragão). Houve divergência na 

resposta inibitória entre os três isolados avaliados. A combinação de 0,3% de óleos de gengibre 

e 0,3% de óleo de sangue de dragão possibilitou maior taxa de inibição nos isolados 21 (28,9%) 

e 20 (31,1%). O isolado 24 apresentou maior inibição (32,2%) com 0,8% de óleo de gengibre 

(Tabela 1). Todas as concentrações testadas proporcionaram inibições significativas em 

comparação ao controle, exceto quando analisados no isolado 20, dois tratamentos não foram 

significativos. Com exceção dos tratamentos somente com o óleo de gengibre, os demais 

obtiveram decaimento significativo em sua taxa de inibição com o aumento da concentração 

Tratamento Isolado 24 Isolado 21 Isolado 20 Inibição 

média  

(%) 
Diâmetro 

(cm) 

Inibição 

 (%) 

Diâmetro  

(cm) 

Inibição  

(%) 

Diâmetro  

(cm) 

Inibição 

 (%) 

G 0,2% 7,9 ef 12,3 8,2 d 8,9 8,1 de 10,0 10,4 

G 0,4% 7,3 cde 18,9 8,2 d 8,9 7,8 cd 13,3 13,7 

G 0,6% 6,3 ab 30,0 7,4 c 17,8 7,7 bcd 14,4 20,7 

G 0,8% 6,1 a 32,2 7,2 bc 20,0 6,3 a 30,0 27,4 

S 0,2% 7,0 cd 22,2 6,9 b 23,3 7,9 cd 12,2 19,2 

S 0,4% 6,2 a 31,1 8,3 d 7,8 8,3 e 7,8 15,6 

S 0,6% 8,0 f 11,1 8,2 d 8,9 9,0 f 0,0 6,7 

S 0,8% 7,5 de 16,7 8,5 d 5,6 7,5 bc 16,7 13 

G 0,1% + S 0,1% 7,3 cde 18,9 8,0 d 11,1 9,0 f 0,0 10 

G 0,2% + S 0,2% 6,9 bcd 23,3 8,2 d 8,9 7,5 bc 16,7 16,3 

G 0,3% + S 0,3% 6,7 abc 25,6 6,4 a 28,9 6,2 a 31,1 28,5 

G 0,4% + S 0,4% 6,7 abc 25,6 6,8 ab 24,4 7,3 b 18,9 22,9 

Sem tratamento 9,0 g 0,0 9,0 e 0,0 9,0 f 0,0 0,0 

Fungicida 0,0 100 0,0 100 0,0 100 100 
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dos óleos. O tratamento com fungicida químico com o princípio ativo mancozeb inibiu em 

100% o crescimento micelial do C. gloeosporioides. A figura 1 mostra a variação de inibição 

encontrada no isolado 20. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1 - Teste in vitro utilizando o isolado 20 de C. gloeosporiodes nos tratamentos com os óleos essenciais. 

Controle com inoculo fúngico (a), Tratamento com fungicida (b), óleo essencial de gengibre nas concentrações 

0,2% (c), 0,4% (d), 0,6% (e) e 0,8% (f), óleo essencial de sangue de dragão nas concentrações 0,2% (g), 0,4% 

(h), 0,6% (i) e 0,8% (j) e a combinação dos dois óleos 0,1% + 0,1% (k), 0,2% + 0,2% (l), 0,3% + 0,3% (m) e 

0,4% + 0,4% (n).  

 

3.2  Teste de inibição in vivo 

 

Todos as concentrações de óleos inibiram significativamente a severidade da doença. A 

maior taxa média de inibição de todos os isolados foi de 100% para as concentrações de 

gengibre a 0,8%, sangue de dragão a 0,6% e a combinação dos óleos em 0,1% e em 0,4% de 

cada um. No isolado 24, houve aumento na porcentagem de inibição, com o aumento da 

concentração todos os tratamentos testados, com exceção dos óleos de sangue de dragão que 

teve um decaimento significativo da taxa de inibição na concentração de 0,8%. Os frutos 

contendo o inóculo de C. gloeosporioides sem o tratamento com óleo apresentaram maior lesão, 

sendo estatisticamente superiores a todos os outros tratamentos. O tratamento com mancozeb 

inibiu 100% dos isolados de C. gloeosporioides nos frutos (Tabela 2; Figura 2). 
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Tabela 2 - Efeito inibitório in vivo de óleo essencial de gengibre, sangue de dragão e a combinação de ambos no 

desenvolvimento da antracnose causada por três isolados de C. gloeosporioides, sete dias após a inoculação em 

frutos de manga da variedade Tommy. 

Tratamentos 

 

 

Isolado 24 

 

Isolado 21 

 

Isolado 20 

Inibição 

média 

Diâmetro 

(cm) 

Inibição 

(%) 

Diâmetro 

(cm) 

Inibição 

(%) 

Diâmetro 

(cm) 

Inibição 

(%) 

(%) 

G 0,2% 1,2 c 79,1 0,7 a 100 1,1 b 73,3 84,1 

G 0,4% 0,9 ab 91,7 0,7 a 100 1,0 ab 80 90,6 

G 0,6% 0,7 a 100 0,7 a 100 0,8 ab 93,3 97,8 

G 0,8% 0,7 a 100 0,7 a 100 0,7 a 100 100 

S 0,2% 0,92 ab 90,9 0,7 a 100 0,7 a 100 96,7 

S 0,4% 0,8 a 95,5 1,1 b 73, 3 0,7 a 100 89,6 

S 0,6% 0,7 a 100 0,7 a 100 0,7 a 100 100 

S 0,8% 1,1 bc 83,3 1 ab 80 1,0 ab 86,7 83,3 

G 0,1% + S 0,1% 0,7 a 100 0,7 a 100 0,7 a 100 100 

G 0,2% + S 0,2% 0,85 ab 93,7 0,7 a 100 0,7 a 100 97,9 

G 0,3% + S 0,3% 0,7 a 100 0,8 a 93,3 0,7 a 100 97,8 

G 0,4% + S 0,4% 0,7 a 100 0,7 a 100 0,7 a 100 100 

Controle sem tratamento 3,1 d 0 2,2 c 0 2,2 c 0 0 

Fungicida 0,7a 100 0,7 a 100 0,7 a 100 100 

Letras diferentes na mesma coluna indicam diferenças significativas (P ≤ 0,05) nos tratamentos de acordo com o 

teste t. G: Gengibre, S: Sangue de Dragão. 

 

 

Figura 2 - Lesões causadas pelo isolado 24 de C. gloeosporiodes nos tratamentos com os óleos essenciais. 

Controle sem tratamento (a), Tratamento com fungicida (b), óleo essencial de gengibre nas concentrações 0,2% 

(c), 0,4% (d), 0,6% (e) e 0,8% (f), óleo essencial de sangue de dragão nas concentrações 0,2% (g), 0,4% (h), 

0,6% (i) e 0,8% (j) e a combinação dos dois óleos 0,1% + 0,1% (k), 0,2% + 0,2% (l), 0,3% + 0,3% (m) e 0,4% + 

0,4% (n). 
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4. DISCUSSÃO 

 

Vários estudos relatam a grande propriedade fungicida de óleos essenciais contra 

doenças pós-colheita de frutas e legumes (WILSON et al., 1997; IMELOUAN et al., 2009). Foi 

avaliada a capacidade de dois óleos essenciais e sua combinação na inibição do crescimento de 

C. gloeosporioides. O óleo de gengibre foi mais eficaz com o aumento da concentração, 

chegando à inibição média de 27,4% na concentração de 0,8%. Abd-Alla (2013), utilizando 

óleos de laranja, limão, mostarda e manjericão obteve inibição gradativa com o aumento da 

concentração dos óleos utilizados tanto em testes in vitro quanto nos in vivo contra C. 

gloeosporioides em manga. Os resultados obtidos no presente estudo são superiores aos 

encontrados por Oliveira et al. (2019), que, avaliando in vitro a atividade antifúngica do óleo 

de gengibre contra Colletotrichum, identificaram uma inibição de apenas 17% quando 

utilizaram 1% do óleo. Entretanto, Marinelli et al. (2012) obtiveram inibição de 100% de C. 

gloeosporiodes quando utilizaram apenas 0,05% de óleo de gengibre em testes in vitro. Ramos 

(2016) utilizou 50% desse óleo para uma inibição completa in vitro. Essa grande divergência 

na atuação do óleo essencial de gengibre se deve à alta variedade de composição presentes nos 

óleos utilizados (MACHADO et al., 2003; DABAGUE et al., 2011; OLIVEIRA et al., 2019). 

A alta capacidade desse óleo é justificada pela composição química do gengibre, com a aliicina, 

inulina, o gingerol e o shorgaol, conferindo alto potencial contra vários fitopatógenos 

(CARVALHO et al., 2008; LORENZI; MATOS, 2002).     

 O óleo de sangue de dragão causou maior porcentagem de inibição quando utilizado na 

concentração de 0,2% do óleo. Vários autores já utilizam o látex e extratos desta planta no 

combate a diversos patógenos. Santos (2015), estudando a atividade leishmanicida do látex de 

Croton lechleri, obteve inibição de 61% do crescimento com 0,6% do extrato. Franco et al. 

(2013), estudando o uso de extratos vegetais em atividade antifúngica contra Leucoagaricus 

gongylophorus, observaram que o de Croton urucurana se mostrou mais eficiente em inibição 

do crescimento in vitro. Contudo, nos resultados obtidos o aumento da concentração desse óleo 

teve efeito contrário ao de inibição. Resultados semelhantes foram encontrados por Guimarães 

et al. (2016), utilizando combinação de cera de carnaúba com óleos essências em frutos de 

manga Palmer contra antracnose verificaram a inibição de 63,7% da lesão do fungo com 100 

ppm de óleo de tomilho. Entretanto, quando avaliado em concentrações maiores (250, 500 

ppm), obtiveram diminuição dessa inibição para 29,31 e 25,74%, respectivamente. Estes 

autores obtiveram resultados semelhantes entre as concentrações de 1500 ppm e 3000 ppm de 

óleo de eucalipto.          
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 Na combinação dos dois óleos, houve maior taxa de inibição média (28,5%) em 

concentrações de 0,3% de gengibre mais 0,3% de sangue de dragão. Este resultado pode estar 

relacionado à maior eficácia da associação de substâncias presentes nos dois óleos em atuar 

mais efetivamente na inibição desse fitopatógeno.      

 Todas as concentrações dos óleos se mostraram estatisticamente eficientes na inibição 

de C. gloeosporioides em frutos de manga. Asgar et al. (2016), avaliando a eficiência do óleo 

de gengibre a 2,0% no controle de qualidade de frutos de mamão durante o armazenamento 

refrigerado, identificaram a inibição de germinação de 93% dos conídios de C. gloeosporioides. 

Alves (2008), testando efeito de extrato aquoso de gengibre contra C. gloeosporioides, 

identificou variação de inibição de 48,1 a 91,1%, indicando a existência de variabilidade entre 

os isolados, demostrando, assim, diferenciação de inibição pelo isolado utilizado. 

 No teste in vitro, apesar das análises dos tratamentos possibilitarem diferença 

significativa de inibição em relação ao controle, nenhum tratamento inibiu taxa micelial 

superior a 35%. Entretanto, no teste in vivo, a taxa de inibição média dos isolados não foi 

inferior a 75%. Segundo Rodrigues et al. (2002), alguns óleos essenciais não possuem agentes 

inibidores diretos, não possuindo efeito fungitóxico ou fungicida, sendo seu efeito observado 

diretamente na inibição do crescimento do patógeno no fruto, agindo como retardante do 

aparecimento dos sintomas da virulência. Com isso, os resultados encontrados no trabalho 

podem ser explicados pela baixa ação dos óleos de gengibre, sangue de dragão e sua 

combinação em inibir o crescimento do fungo in vitro pela inferior ação fúngica, porém testes 

in vivo comprovaram possível ação de indução de resistência no fruto para o controle da doença.

 Sousa  et al. (2012), avaliando o efeito de 10 óleos essenciais in vitro e in vivo sobre C. 

gloeosporioides em pimenta, identificaram taxa de inibição de apenas 6,2% de óleo de sementes 

de uva em testes in vitro e de 100% de inibição em teste in vivo e ainda obtiveram as 

características fisiológicas inalteradas mesmo após 12 dias de inoculação no fruto. Eles 

justificaram esses resultados com base no fato de que este óleo ativa mecanismos de resistência 

em frutos de pimenta.          

 Esses resultados estão de acordo com outros autores em que a utilização de óleos 

essenciais diminuiu a deterioração pós-colheita em diversas fruteiras, como pimenta (HONG et 

al., 2015), banana (VILAPLANA et al., 2018), morangos (CAMPOS-REGUENA et al., 2017). 

Segundo Ben-Jabeur (2015), esses resultados estão possivelmente relacionados ao estresse 

ocasionado por substâncias presentes nos óleos essenciais, o que estimula a produção de 

compostos fenólicos e peroxidases que atuarão na defesa do fitopatógeno. De acordo com 

Ramezanian (2016), a alta taxa de compostos fenólicos em vegetais inibe o crescimento de 
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Alternaria citri, agente causador de doenças em laranja, diminuindo a severidade da 

decomposição da fruta. Nychas (1995) relata que compostos fenólicos interrompem e danificam 

as cascatas de enzimas na produção de energia microbiana.    

 Os resultados desse estudo demonstram efeitos positivos nos parâmetros qualitativos do 

fruto da manga, inibindo consideravelmente o crescimento micelial do fungo em testes in vitro 

e com alta taxa de inibição em testes in vivo. Contudo, estudos posteriores devem ser realizados 

visando à identificação das substâncias de antagonismo para melhor compreensão das 

atividades inibitórias dos respectivos óleos.  
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