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RESUMO

A mangueira (Mangifera indica L.) se destaca como uma das fruteiras tropicais de maior
importancia no mundo. A antracnose, causada pelos fungos fitopatogénicos do género
Colletotrichum, é uma doenga relacionada principalmente a periodos de pds-colheita, afetando
diretamente esta cultura. Diante disso, esse estudo objetivou a caracterizacdo morfologica,
molecular e patogénica de isolados de Colletotrichum spp. de mangueiras e a atividade
inibitdria de Oleos essenciais sobre esse patdégeno. Discos fungicos de 5 mm foram dispostos
em placas de Petri para avaliagéo da velocidade de crescimento e coloragéo das colonias. Foram
realizados microcultivos para analises dos formatos e dimensdes de conidios e apressorios. Para
as andlises moleculares, os isolados foram previamente identificados com primers gene
especifico de género 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 avaliacdo
morfologica, a partir das estruturas encontradas, coloragdo das colénias, conidios, apressorios
e velocidade de crescimento, 28 isolados foram identificados como pertencentes a espécie C.
gloeosporioides, sendo posteriormente confirmados com os primers genes especificos. Os
iniciadores RAPD e ISSR foram considerados satisfatorios em identificar a diversidade
genética. A combinacdo dos iniciadores gerou variacdo de similaridade de 0,23 (entre os
isolados 12 e 21) a 0,71 (entre os isolados 2 e 4), identificando, com isso, alto nivel de
variabilidade entre os fungos, onde a dissimilaridade foi superior a 75%. O dendograma gerado
revelou a formacéo de oito grupos principais. Ndo foram observados agrupamentos genéticos
correlacionados com o local da coleta, mostrando, assim, a grande diversidade genética mesmo
entre individuos de mesma localidade. A patogenicidade de isolados de C. gloeosporioides foi
avaliada em frutas de manga Tommy Atkins mediante introducéo de discos miceliais de 7 mm.
Para o teste in vitro, trés isolados mais patogénicos foram utilizados para a avaliacao de inibicao
com os Gleos de gengibre (Zingiber officinale), sangue de dragdo (Croton Lenchleri) e a
combinacdo de ambos nas concentracées de 0,2; 0,4; 0,6 e 0,8%. Os mesmos tratamentos foram
utilizados para o teste in vivo. Ap6s a introducdo de discos miceliais em frutos de manga, as
diferentes concentrac@es de 6leos foram espalhadas na superficie inoculada e mantidas por sete
dias ap6s a avaliagdo. Com base no teste de patogenicidade, a maioria dos isolados apresentou
baixa viruléncia na cultivar Tommy Atkins. Entretanto, alguns isolados se mostraram altamente
patogénicos a essa cultivar. Nos testes in vitro, houve diferencas significativas entre 0s
tratamentos, sendo que a maior inibicdo média foi de 28,5%, encontrada na combinacdo de
0,3% de gengibre mais 0,3% de sangue de dragédo. Para os testes in vivo, todos o0s tratamentos
se mostraram altamente eficazes em manga Tommy, apresentando 100% de inibi¢cdo do
crescimento fungico no fruto. Os dados gerados neste trabalho permitem concluir que ha
variacdo ndo apenas genética, como também no nivel de patogenicidade entre os isolados de C.
gloeosporioides coletados em plantios comerciais de manga e que nem sempre medidas unicas
de controle podem ser suficientes ou 100% eficazes no combate a essa enfermidade. O efeito
de inibicdo dos Oleos de gengibre e sangue de dragdo nos isolados avaliados revela que este
pode ser um eficaz método de controle da antracnose.

Palavras-chave: Fitopatdgenos. 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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CAPITULO |

1. INTRODUCAO 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 produgéo de manga
no Brasil se destaca devido principalmente as condigdes climaticas e as modernas tecnologias
pos-colheita empregadas (SIQUEIRA, 2003). Esse fruto, no Brasil, € detentor de grande
capacidade de crescimento para exportagdo, tendo como pontos principais 0 preco e sua
qualidade. Esse crescimento se deve as técnicas utilizadas no florescimento e na p6s-colheita
(PEROSA, 2002).

A cultura da mangueira representa notoria expressividade na economia mundial, tendo
a India como o principal pais produtor, seguido pela China, com quase quatro vezes menos
produtividade (FAO, 2017). No Brasil, é a fruta de maior exportacéo, tendo em 2019 volume
de exportacdo de aproximadamente 222 mil toneladas, movimentando mais de U$$ 220 milhdes
(AGROESTAT/MAPA, 2019). Houve crescimento da area cultivada de 21,8% ao ano,
aumentando de 13,2 mil para 31,2 mil hectares entre 2014 e 2019 (ANUARIO BRASILEIRO
DE HORFI E FRUTI, 2019). A regido Nordeste se destaca como a maior produtora, sendo o
estado do Rio Grande do Norte o terceiro maior produtor da regido (IBGE, 2018).

Um dos principais periodos de grande risco para os frutos de manga é o p6s-colheita,
quando grandes agentes patogénicos atacam a producdo desse fruto, causando sérios riscos a
sua posterior comercializagdo (DELGADO et al., 2011). Estas doengas pds-colheitas sdo
principalmente causadas por fungos fitopatogénicos (TERAO et al., 2008). Dentre os principais
fungos fitopatogenos identificados na pos-colheita e causadores de podriddo em manga,
destaca-se o Colletotrichum gloeosporioides (PERUMAL et al., 2016).

Os fungos do género Colletotrichum presentes em frutos verdes permanecem na sua
forma inativada sem qualquer enfermidade aparente. Com o amadurecimento é que ele passa a
ocasionar leses nos tecidos dos frutos hospedeiros (BAILEY; JEGER, 1992). Porém, essas
lesGes podem ser manifestadas principalmente em épocas de pos-colheita (FERNANDES et al.,
2002). Ha pesquisas que relatam que essa interagdo em frutos imaturos ocorre porque estes
expressam resisténcia ao Colletotrichum, devido a liberacdo de substancias antifingicas, o que
nédo ocorre em frutos maduros, podendo explicar, assim, a grande infestacdo desses fungos em
ambientes pos-colheita (ARAUZ, 2000).

A antracnose, doenca causada principalmente por espécies do género Colletotrichum,



14

vem se destacando pelo nivel de prejuizo produzido e elevado custo de controle, 0 que encarece
ainda mais a producdo da manga, limitando, assim, a exportacdo desse fruto. Esta doenca é de
extrema importancia, tendo ocorréncia registrada em todas as areas de producdo de manga,
dentre outras frutiferas. Sua infestacdo € comumente encontrada em frutiferas em todo o mundo,
como na Oceania, Asia, Africa, e nas américas, sendo endémica de varias regides de clima
tropical imido e subtropical das américas (FEICHTENBERG et al., 2005). No Brasil, ha
identificacido dessa doenca em todo o territorio (MINISTERIO DA AGRICULTURA, 2015).

Nos frutos recem-formados, a infeccdo ocasiona a queda prematura. Porém, a
severidade da patogenicidade é mais visivel em frutos maduros ou em amadurecimento.
Inicialmente, surgem manchas arredondadas, tornando-se posteriormente irregulares e de
coloragdo marrom-escura ou negra. Ao passar do tempo, a lesdo externa da casca pode romper
e penetrar para o interior do fruto, formando posteriormente uma area necrética devido a
formacdo de massas espdricas de coloracdo alaranjadas a rosaceas (FERRARI et al., 2011).
Quando ja 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 variaveis e coloracdo marrom (RIBEIRO
et al. (1997). Em ramos novos, hd 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 analises
morfoldgicas tém sido produzidos em diversas culturas acometidas por fungos deste género.
Porém, estas pesquisas tornam-se limitadas devido ao alto grau de caracteristicas morfologicas
diferenciais destes fungos, tais como a coloragdo das culturas e o seu crescimento. Isso
possibilita alto indice de erros de inducdo quando usadas somente essas caracteristicas para
analises. Com isso, torna-se necessario o uso de outras metodologias que possam identificar as
espécies de forma mais eficaz (SUTTON, 1980).

Tecnicas baseadas na anélise de DNA, aliadas a dados morfologicos, tém sido de grande
importancia em estudos de identificacdo do Colletotrichum em diversas culturas estudadas, pois
sd80 métodos rapidos e precisos da identificacdo deste microrganismo. Estudos genéticos,
utilizando principalmente regides ITS e IGS do genoma, visam a complementar essas pesquisas
para melhor identificacdo das espécies (BACIARELLEI-FALINI et al., 2006)

Os primeiros estudos do uso de técnicas gendmicas para separacdo de espécies de
Colletotrichum foram desenvolvidos em 1992 (SREENIVASAPRASAD et al., 1992). Estas
pesquisas iniciais identificaram modificagfes na sequéncia da regido do ITS1 do rDNA entre
seis diferentes espécies desse fungo, além da identificacdo de polimorfismo nessa regido em
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isolados de C. gloeosporioides de hospedeiros variados. Portanto, o uso de iniciadores gene
especificos é de grande importancia para a identificacdo das espécies ou da identificacdo do
complexo de espécies desse género (CAl et al., 2009). Além disso, a avaliacdo da diversidade
genética pode ser uma importante ferramenta para diferenciacdo de isolados desse fitopatégeno
(TEIXEIRA et al., 2004).

Avaliar diversidade genética significa estudar as variagdes genéticas entre populaces,
entre grupos ou entre individuos de um mesmo grupo. Dentre essas avaliagcdes, podem ser
destacadas as morfoldgicas, bioguimicas, citologicas e genéticas. As genéticas permitem uma
diferenciacéo mais precisa dos gendtipos na medida em que se baseia no polimorfismo existente
no DNA dos individuos (PEREIRA et al., 2009). Esse polimorfismo pode ser avaliado por
varias técnicas, como o uso de iniciadores ISSR (Inter Simple Sequence Repeats) e RAPD
(Random Amplified Polymorphic DNA).

Estudos da interacdo do patdgeno com seu hospedeiro auxiliam na compreensao das
caracteristicas da doenca, além de avaliarem possiveis variagdes de viruléncia entre patégenos.
Portanto, a rapida caracterizacdo e o controle bioldgico sdo cruciais para o controle das doengas.

Para 0 manejo e controle da antracnose em frutos de manga, varios sdo 0s agroquimicos
utilizados (DEGUINE et al., 2018; FENG et al., 2019), responsaveis por polui¢des nos solos e
rios, causando altos prejuizos em curto, médio e longo prazo. Syed et al. (2014) identificaram
grandes residuos de agrotoxicos em frutos de manga exportados do Paquistéo.

Com base nisso, 0 uso de substancias vegetais tem despertado grande interesse
investigativo para diminuicdo da deterioracdo da qualidade da manga, de modo sustentavel,
econdmico e de rapido manejo (KANWAL et al., 2010). O uso de 6leos essenciais como
alternativa bioldgica contra doencas é considerado seguro e ecologicamente correto, além de
controlar a deterioracdo pds-colheita (SIVAKUMAR; BAUTISTA-BANOS, 2014;
MUNHUWEYI et al., 2017). A grande eficiéncia dos Oleos essenciais se deve a sua
composigdo, possuindo compostos volateis e misturas de metabolitos em concentragbes
variadas, como fenois, terpenoides, alcoois e aldeidos (STURCHIO et al., 2014). Em virtude
dessa atuacdo, diversos autores comprovam o efeito dos 6leos essenciais na inibicao de doengas
pés-colheita (KARIMI et al., 2016; SERVILI et al., 2017; HERNANDEZ-MONTIEL, 2018).

Assim, 0 objetivo deste trabalho foi a caracterizacdo morfologica, molecular e
patogénica de isolados de Colletotrichum spp. de mangueira e da atividade inibitéria de 6leos

essenciais sobre este patdgeno.


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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CAPITULO 11

CARACTERIZACAO MORFOLOGICA, MOLECULAR E PATOGENICA DE
ISOLADOS DE Colletotrichum spp. OBTIDOS DE MANGUEIRA

RESUMO

A mangueira (Mangifera indica L.) se destaca como uma das fruteiras tropicais de maior
importancia no mundo. A antracnose, causada por fungos fitopatogénicos do género
Colletotrichum, é uma das principais doencas desta cultura, relacionada principalmente a
periodos de pds-colheita. Esse trabalho visou a estudar a caracterizacdo morfoldgica,
similaridade genética e de patogenicidade de Colletotrichum spp. isolados de mangueira do Rio
Grande do Norte, Brasil. Na avaliacdo morfoldgica dos 28 isolados, de acordo com a coloracéo
das col6nias, conidios, apressorios e velocidade de crescimento, os isolados foram identificados
com caracteristicas semelhantes a espécie C. gloeosporioides, sendo posteriormente
confirmados com os primers gene especifico. A combinacdo dos iniciadores RAPD (Random
Amplified Polymorphic DNA) e ISSR (Inter Simple Sequence Repeats) utilizados gerou uma
variagdo de similaridade de 0,23 entre os isolados 12 e 21, e de 0,71 entre os isolados 2 e 4,
identificando alto nivel de variabilidade entre os fungos, para os quais a dissimilaridade foi
superior a 75%. O dendograma gerado pelo método UPGMA indicou a formacéo de oito grupos
principais. Nao foram observados agrupamentos genéticos correlacionados com o local da
coleta. Com base no teste de patogenicidade, a maioria dos isolados apresentou baixa viruléncia
na variedade Tommy Atkins. Entretanto, alguns isolados se mostraram altamente agressivos
(Isolados 9, 15, 20, 21, 24, 26 e 27) a esta variedade. Ndo foi possivel a correlacdo dos
agrupamentos gerados na similaridade genética com a patogenicidade encontrada nos isolados.
Estes resultados confirmam a grande variabilidade genética e patogénica de C. gloeosporioides
em variedades de manga em uma das principais regides exportadoras do Brasil.

Palavras-chave: Fitopatogenos. 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. INTRODUCAO

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 notdria
expressividade na economia mundial, tento a india como o principal pais produtor, seguida pela
China, com quase quatro vezes menos produtividade (FAO, 2017). No Brasil, esta fruta
apresentou em 2019 um volume de exportacdo de aproximadamente 222 mil toneladas,
movimentando mais de U$$ 220 milhdes (AGROESTAT/MAPA, 2019). O cultivo da
mangueira teve crescimento da area cultivada de 21,8% ao ano, aumentando de 13,2 mil para
31,2 mil hectares entre 2014 e 2019 (ANUARIO BRASILEIRO DE HORFI E FRUTI, 2019).
A regido Nordeste se destaca como a maior produtora, sendo o estado do Rio Grande do Norte
o terceiro maior produtor da regido (IBGE, 2018).

Um dos principais periodos de grande risco para os frutos de mangueira é o p6s-colheita.
E neste periodo que os agentes patogénicos atacam os frutos, causando sérios riscos para a
comercializacdo (HERNANDEZ-DELGADO et al., 2011). Doengas p6s-colheitas sdo causadas
principalmente por fungos fitopatogénicos (TERAO et al., 2008), dentre os quais se destaca um
dos causadores da podriddo em manga, o C. gloeosporioides (Penz.) Penz. & Sacc. (1884)
(PERUMAL et al., 2016).

A antracnose, doenca causada principalmente por espécies do género Colletotrichum,
vem se destacando devido aos danos produzidos e ao elevado custo de controle, o que encarece
ainda mais a producdo da manga, limitando a exportacdo deste fruto. Esta doenca é de extrema
importancia no Brasil, onde se constata a doenca em todo o territorio (BRASIL, 2015).

As espécies do género Colletotrichum sdo divididas em complexos. O complexo C.
acutatum compreende mais de 29 espécies, o C. gloeosporioides, mais de 22 espécies e no
Complexo C. boninense ja foram relatadas mais de 18 espécies (DAMM et al., 2012; WEIR et
al., 2012). Habitualmente, sdo identificadas por caracteristicas culturais e morfologicas, como
formas e dimensdes de conidios e apressorios, presenca ou auséncia de cerdas, coloracdo das
coldnias, taxa de crescimento, dentre outros (ADASKAVEG; HARTIN, 1997). A sobreposi¢ao
de caracteristicas morfoldgicas em diferentes espécies e sua varia¢do sob diferentes condicbes
ambientais (CANNON, 2000) tornam necessario seu estudo combinado com outras técnicas
para uma identificagdo precisa dentro desse género (LIU, 2016).

Métodos moleculares, como o emprego da PCR (Polymerase Chain Reaction)
utilizando primers genes especificos da espécie, aliados as analises morfoldgicas, tém sido
bastante empregados visando & maior precisdo na identificacdo de espécies de Colletotrichum
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(MILLS, 1992). Outras ferramentas moleculares bastante utilizadas sdo 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 sdo utilizados para a elucidacdo de variacdo genética dentro e entre espécies
(MILGROOM, 1996). Nesse contexto, a variacdo genética representa o acumulo de mutagoes
que podem estar relacionadas a superacao da resisténcia genética do hospedeiro (MCDONALD,
2002). Pesquisas visando a identificacdo desta resisténcia sdo de grande importancia na
identificacdo de individuos com maior capacidade de viruléncia. Estudos sobre a interacdo do
patdgeno com o seu hospedeiro auxiliam na compreensdo das caracteristicas da doenca, além
de avaliarem possiveis variagfes de viruléncia entre patdgenos.

A caracterizacdo morfoldgica, as analises moleculares e os testes de patogenicidade sao
cruciais para o0 manejo e controle de doencas. Assim, esta pesquisa teve como objetivo estudar
a caracterizacdo morfoldgica, similaridade genética e de patogenicidade de Colletotrichum spp.

isolados de mangueira do Rio Grande do Norte, Brasil.
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2. MATERIAIS E METODOS
2.1  Coleta das amostras
Folhas e frutos de mangueira contendo sintomatologia tipica de antracnose foram

coletados de cinco &areas de produgdo 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 Localizacdo
Planta 1 1 Fruto Palmer Ipanguacu
Planta 2 2 Fruto Palmer Ipanguacu
Planta 3 3 Fruto Palmer Ipanguacu
Fazenda 1
4 Fruto Palmer Ipanguacu
Planta 4
5 Folha Palmer Ipanguacu
Planta 5 6 Fruto Palmer Ipanguacu
Planta 6 7 Fruto Tommy Ipanguacu
Fazenda 2
Planta 7 8 Fruto Tommy Ipanguacu
Planta 8 9 Folha Palmer Ipanguacu
10 Fruto Palmer Ipanguacu
Planta 9
11 Folha Palmer Ipanguacu
Planta 10 12 Fruto Palmer Ipanguacu
Planta 11 13 Fruto Palmer Ipanguacu
Planta 12 14 Fruto Palmer Ipanguacu
Fazenda 3
15 Fruto Palmer Ipanguagu
Planta 13
16 Folha Palmer Ipanguacu
Planta 14 17 Fruto Palmer Ipanguacu
18 Fruto Palmer Ipanguagu
Planta 15
19 Folha Palmer Ipanguacu

Planta 16 20 Folha Palmer Ipanguacu
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Planta 17 21 Folha Tommy Pendéncias
~ Planta 18 22 Folha Tommy Pendéncias
~ Planta 19 23 Folha Tommy Pendéncias

Fazendad4 24 Fruto Tommy Pendéncias

Planta 20

25 Folha Tommy Pendéncias
~ Planta2l 26 Fruto Tommy Pendéncias
 Planta22 27 Folha Tommy Pendéncias

Fazenda5  Planta 23 28 Fruto Palmer Assl

2.2 Isolamento fangico

Para os isolamentos fangicos, os frutos e folhas coletados foram lavados em agua
destilada esterilizada e secos em papel estéril. Apds a lavagem inicial, pequenos fragmentos,
aproximadamente 7 mm, dos tecidos vegetais sintomaticos foram retirados das areas limitrofes
(entre a doente e a sadia) e desinfestadas em alcool 70 % por 30 s, seguido de 60 s em hipoclorito
de s6dio a 1 %. Em seguida, foram lavadas em adgua destilada esterilizada, sendo posteriormente
colocados em meio Batata Dextrose Agar (BDA) com a adicdo de 0,05¢/L de estreptomicina.
As placas foram mantidas a 28 + 2 °C por sete dias e, ap0s o cultivo, bordas das estruturas
fangicas obtidas sobre o tecido coletado foram transferidas para o meio BDA. Apds o
desenvolvimento de culturas puras por técnica de purificagdo monohifal, discos contendo
estruturas fangicas foram armazenadas a 5 °C em frascos contendo agua destilada esterilizada
(CASTELLANI, 1939).

2.3 Andlises morfoldgicas

Para as analises morfoldgicas, discos contendo estruturas fungicas (5 mm de diametro)
de culturas puras dos isolados foram colocados em placas de Petri contendo meio BDA e
mantidas a 25 = 2°C, com fotoperiodo de 12 horas, durante 7 dias, sendo registrada sua
coloracdo durante esse periodo. Os didmetros das col6nias dos isolados e sua velocidade de
crescimento micelial (mm dia*) foram calculados diariamente. Para a avaliagdo dos conidios e
apressorios, foi utilizado o método do microcultivo, sendo depositado um bloco de agar

contendo a estrutura fingica sobre a lamina, e acima a laminula. A lamina foi colocada dentro
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da placa Petri contendo papel filtro umedecido com agua destilada esterilizada (MENEZES;
ASSIS, 2004). As placas foram incubadas a 25 + 2 °C em BOD por 5 dias. Apés o cultivo, as
laminulas foram retiradas das placas de Petri para avaliacdo. Para cada isolado, foram avaliados
o comprimento e largura de 100 apressorios e conidios, escolhidos aleatoriamente, identificados
por microscépio oOptico, utilizando o software image j, versdo 1.52a. Para cada isolado, foram
utilizadas trés réplicas. As médias foram comparadas pelo teste de Scott-knott a 5 % de
probabilidade pelo programa Sisvar versao 5.7 (Build 91).

2.4  Extracdo de DNA

A massa micelial dos isolados fungicos foi obtida de cultivos em BDA crescidas por
sete dias a 28 £ 2 °C. O micelio foi macerado em almofariz na presenca de nitrogénio liquido e
seu material gendmico foi extraido pelo método de Ferreira; Grattapaglia (1998), com
modificagdes, sendo adicionados 700 uL de tampdo de extracdo (NaCl 1,4M; Tris HCI pH 8,0
100 mM; EDTA 20 mM; SDS 0,5%; B-Mercaptoetanol 0,2% e agua Milli-Q) e incubados a 65
°C por 60 min. Em seguida, foi adicionada uma solugdo de Cloroférmio: Alcool Isoamilico
(24:1, viv) com posterior precipitacdo com 400 mL de alcool isopropilico. 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 agua estéril com adicdo de RNA’se e, em seguida, submetidas ao banho-
maria, a 37 °C por 30 min, e posteriormente armazenadas a -20 °C. O DNA obtido foi
quantificado em eletroforese em gel de agarose a 1% e corado com brometo de etidio (0,5
ng.mL1) em tampdo TBE a 120 V por 30 min e posteriormente visualizado sob luz UV usando

0 sistema de documentacdo em gel (Proteinsimple — Alphaimager HP).

2.5 Identificacdo molecular

A identificacdo molecular foi realizada usando primers especificos para 0 género
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, Cglint (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 uL de
volume final contendo 25 ng de DNA, 1x tampéo de PCR (KCI 50 mM, Tris-HCI 200 mM, pH
8,4; da Sinopse inc), 2,5 mM de cada dNTP (Sinopse inc.), 1,5 mM MgCI? 2 mM Primer e 1
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U de Tag polimerase (Sinopse inc.). As amplificacdbes do DNA foram realizadas em
termociclador de DNA Amplitherm, consistindo em uma etapa inicial de desnaturacéo a 95 °C
durante trés minutos, seguida de 35 ciclos a 94 °C por 40 s, 60 °C por 1 min e 72 °C por 1 min,
e uma etapa final de extensao 72 °C por 10 min. Os produtos da PCR foram separados em gel
de agarose a 1,2 %, corado com brometo de etidio (0,5 pg.mL™*) em tamp&o TBE a 120 V por
1,5-2 h, e posteriormente visualizados sob luz UV, usando o sistema de documentacao em gel
(Proteinsimple — Alphaimager HP). O tamanho dos fragmentos amplificados foi comparado a
partir do padrdo 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
reacOes de amplificacdo para os iniciadores RAPD foram realizadas utilizando volumes finais
de 12 pL, contendo 10 ng do DNA, 5 uM do primer, 2 mM de cada dNTP, solugdo tampéo de
Buffer 1x (50 mM de KCI; 200 mM de Tris-HCI, pH 8,4), 1,5 mM de MgCI?, 5 ug de BSAe 1
U de Tag DNA polimerase. As amplificacbes em termociclador para os primers RAPD
consistiram em uma etapa inicial de desnaturacéo a 96 °C por 1 min, seguida de 40 ciclos a 94
°C por 1 min para a desnatura¢do, 1 min a 40 °C para o anelamento e 2 min a 72 °C para a
extensdo e uma etapa final de extensdo de 72 °C, por 5 min. As reacdes de amplificacdo para os
iniciadores ISSR foram realizadas utilizando volumes finais de 12 pL contendo 10 ng do DNA,
0,2 UM do primer, 2 mM de cada dNTP, solucdo tampdo de Buffer 1x (50 mM de KCI; 200
mM de Tris-HCI, pH 8,4), 1,5 mM de MgCI?, 5 pg de BSA e 1 U de Tagq DNA polimerase. As
amplificacdes para os primers ISSR consistiram em uma etapa inicial de desnaturacdo por 94
°C por 4 min, seguida de 35 ciclos a 94 °C por 40 s, temperatura de anelamento de cada iniciador

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

N° do Primer Caddigo do Sequéncia do iniciador (5° — 3°) Temperatura
iniciador 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
etidio (0,5 pg.mL -1), em tampédo TBE (1X) a 120 V por 1,5-2 h, e posteriormente visualizados
sob luz UV utilizando o sistema de fotodocumentagdo em gel (Proteinsimple — Alphaimager
HP). O tamanho dos fragmentos amplificados foi comparado a partir do padrdo de peso
molecular de 100 pb “DNA Ladder Plus” (Thermofisher).

Os resultados das amplificagdes com os iniciadores ISSR e RAPD nos 28 isolados foram
analisados em sistema binario para a presenca de bandas “1” ou auséncia “0”, sendo
consideradas somente bandas nitidas e reproduziveis. Para cada marcador selecionado, foi

gerado o conteudo de informacgdes polimorficos (PIC). Um dendograma foi construido com



28

base no coeficiente de similaridade de Jaccards utilizando o método de agrupamento de pares
ndo ponderadas (UPGMA) pelo programa NTSYS (ROHLF, 1998).

2.7  Teste de patogenicidade

A viruléncia dos isolados foi avaliada em frutos da variedade Tommy Atkins obtidos de
cultivos locais do RN. Os frutos foram lavados em agua corrente, desinfestados por imersdo em
hipoclorito de sédio a 1,5 % (NaCl) por 2 min, e novamente lavados em agua destilada
esterilizada e secos sob temperatura ambiente (colocar sob temperatura media do ambiente).
Em seguida, foram realizadas trés perfuracbes de 7 mm, com o auxilio de furador metélico
estéril na epiderme de cada fruto. Para cada isolado, discos contendo estruturas fungicas de 5
mm de diametro foram previamente removidos de bordas de culturas crescidas em meio BDA
por sete dias de crescimento, e transferidos para cada ponto das perfuracdes do fruto. O grupo
controle consistiu de discos de meio BDA sem crescimento fungico. Os frutos foram colocados
em bandejas pléasticas (desinfestadas com alcool 70%), contendo algodao umedecidos com agua
destilada esterilizada, sendo posteriormente cobertos com papel filme para a manutencdo da
umidade nos frutos. As bandejas com os frutos foram mantidas em temperatura ambiente (30
1°C) em fotoperiodo natural. O delineamento experimental foi o inteiramente casualizado, com
seis repeticdes por isolado, sendo a unidade experimental equivalente a uma perfuracdo. A
avaliacdo da viruléncia foi realizada sete dias apds a inoculacdo, mediante a medicdo do
didmetro médio das leses (cm). Os isolados foram considerados patogénicos quando a area
lesionada foi superior & lesdo inicial de 7 mm de didmetro. A diferenga na viruléncia dos
isolados de C. gloeosporioides foi analisada por ANOVA, e suas médias foram comparadas
pelo teste LSD a 5 % de significancia, utilizando o programa estatistico Sisvar versao 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 Identificacdo molecular

Dos isolamentos teciduais de folhas e frutos de mangueira, 0 DNA dos 28 isolados
amplificou com os iniciadores Cc1F1/Cc2R1 e Cglint/ ITS4 especificos para o género e espécie
do C. gloeosporioides (Figura 1), respectivamente. Ambos geraram um fragmento de DNA de

450 pb, conforme o esperado.
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Figura 1 - Produto de amplificagdo por PCR com o par de iniciadores Cgint/ITS4 para deteccdo de
Colletotrichum gloeosporioides.

3.2 Andlises morfolégicas

As diferencas nas caracteristicas de coloracdo das colonias resultaram em seis grupos
distintos para os 28 isolados de C. gloeosporioides (Figura 2). Isolados do grupo 1 (Isolado 1)
produziram coldnias de coloragdo levemente acinzentada sem massa conidial visivel. O grupo
2 (Isolados 5, 7, 14, 15, 16, 17, 22, 27 e 28) apresentaram micélio levemente acinzentado com
massa conidial alaranjada pouco visivel. Grupo 3 (Isolados 6, 8, 10, 11, 20 e 23) apresentou
massa micelial acinzentada com massa conidial escura no centro e regifes escuras nas laterais.
O grupo 4 (Isolados 2, 9, 12, 13, 21, 18 e 25) apresentou coloracéo levemente salmao contendo
massa conidial alaranjada, e escura no centro. O grupo 5 (Isolados 19 e 24) apresentou coloracéo
salmdo com massa conidial escura e aneis concéntricos escuros ao longo do centro para as
bordas da cultura. O grupo 6 (Isolados 4 e 26) apresentou variages concéntricas de coloracéo
variando do salmdo, cinza claro e cinza escuro com massa conidial escura visivel. Houve
diferenca significativa na taxa de crescimento entre os isolados avaliados (Tabela 3), variando
de 11,13 (Isolado 26) a 17,73 mm dia* (Isolado 14).
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Figura 2 — Os seis morfotipos encontrados de Colletotrichum gloeosporioides isolados de mangueira, a) lado
superior da coldnia e b) verso da colbnia.

Trés tipos de conidios e apressorios foram observados nos isolados avaliados (Figura
3). Para os conidios: 1 - retos com extremidade arredondada, 2 — retos com constri¢do e 3 —
retos e afilados em uma das extremidades. Para os apressérios: 1 - irregulares e lobulados, 2
- irregulares e fracamente lobulados, 3 - arredondados e lisos. Foram observados 25 isolados
contendo, em sua maioria, conidios retos com extremidade arredondada e trés apresentando
conidios retos e afilados em uma das extremidades. Em relacdo aos apressorios, 19 isolados
apresentaram estruturas redondas e lisas e nove irregulares e fracamente lobulado. Além
disso, foram observados a presenca de setas em oito dos 28 isolados. Os tamanhos médios de
largura e comprimento variaram de 2,10 a 4,55 um, e 7,75 a 14,28 pum para os conidios e de

4,89 a 7,05 um, e 7,13 a 9,90 um para os apressorios, respectivamente (Tabela 3).
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Figura 3 - Estruturas encontradas nos isolados estudados: Setas (a) Conidios: retos com extremidade arredondada
(b) retos e afilados em uma das extremidades (c) e retos com constri¢do (d) Apressorios: arredondados e lisos (e)
irregulares e fracamente lobulado (f) irregulares e lobulados (g).



Tabela 3 - Taxas de crescimento, caracterizagao de conidios, apressorios e presenca de setas dos isolados de C.

gloeosporioides.

Isolado Presenca  Taxade Conidios | Apressorio conidial
de setas  crescimento Largura  Comprimento Formamais Largura Comprimento Forma mais
(mm dia?) (um) (um) encontrada (um) (um) encontrada
1 - 15,47+0,32 e 3,85+0,32c 11,23+0,86 f 1 6,21+0,78 e 8,62%1,17 e 3
2 + 13,9340,19d 3,54+0,27b 11,34+1,06f 1 6,34+0,70 f 9,10+1,08 f 2
3 - 14,53+0,24d  4,55+0,37f 7,7540,87 a 1 6,15+1,43 e 8,19+1,29d 3
4 - 13,20+0,22 ¢ 4,17+0,28e 11,26+0,97 f 1 6,32+0,70 f 8,21+0,95d 3
5 - 13,93+0,27d 3,95+0,29e 12,17+0,69 h 3 5,13+0,44a 7,39+0,88 a 3
6 - 13,73+0,26 d  2,82+0,43a 9,46+1,40c 1 6,03+0,75d 8,08+1,19¢ 3
7 - 12,40+0,30 b 2,93+0,37b 10,91+0,59 e 1 5,27+0,67b 7,41+1,07 a 3
8 - 11,20+0,15b 2,46+0,45a 8,32+1,12b 3 5,88+0,77d 8,31+0,81d 2
9 - 13,40£0,16 ¢  3,54+0,28 ¢ 11,20+0,51e 1 6,10+0,69d 7,91+1,30¢ 2
10 - 15,60+£0,22 e 2,10+0,39a 10,98+1,27e 1 5,78£0,79¢c 7,73x1,11b 2
11 - 13,73+0,16 d  3,52+0,32b 11,86+0,84 ¢ 1 4,89+0,80a 7,48+1,29a 2
12 - 14,20+0,26 d  3,65+0,34c 11,63+1,36f 1 6,54+0,87 f 8,43+0,97 d 2
13 - 14,33+0,14d 2,89+0,59b 9,89+1,23¢ 1 51740,75a 7,13+1,20a 2
14 + 17,7340,38 g 3,50+0,23b 10,52+0,57 d 1 5,56+0,68 b 7,41+0,83 a 3
15 - 14,07+0,23d 4,03+0,19e 11,73+0,55¢ 1 5,32+0,80 b 7,72+1,17b 3
16 - 17,40+0,30g 4,19+0,34e 12,20+0,62 h 3 6,24+0,64e 9,301,329 3
17 + 16,07+0,19e 4,09+0,37e 11,67+0,76 g 1 6,09+0,66 d 8,24+0,95d 3
18 + 14,0740,22d 2,94+0,52b 11,15+1,29¢ 1 5,86+0,50 ¢ 8,13+0,68 d 2
19 + 16,27£0,13f 4,27+0,40f 12,79+0,84 i 1 6,870,599 9,60+0,88 h 3
20 + 11,33+0,14a 4,29+0,58 f 14,28+2,62 j 1 5,90+0,74d 8,62+1,06 e 2
21 + 15,53+0,25e 4,32+0,33f 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+0,21e 11,83+148¢g 1 5,74+0,46 ¢c 7,92+0,78 C 3
23 - 14,80+0,29e 3,88+0,26d 11,31+0,75f 1 5,67+0,45¢ 7,91+0,81 ¢ 3
24 - 12,87+0,14c 3,65+0,38 ¢ 12,29+0,74 h 1 5,85+0,62 ¢ 8,91+0,95 f 3
25 - 15,40+0,38 e 3,9240,25d 13,04+0,98 i 1 5,44+0,50 b 8,16+0,86 d 3
26 - 11,13+0,27a 3,88+0,23d 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+0,90a 7,34+1,92 a 3
28 - 16,47£0,08f 4,02+0,29d 12,45+0,85 h 1 6,30+0,79e 9,59+184¢g 3

Formas mais encontradas: Conidios: 1 - retos com extremidade arredondada, 2 — retos com constrigdo e 3 —
retos e afilado em uma das extremidades; Apressérios: 1 - irregulares e lobulados, 2 - irregulares e fracamente
lobulados, 3 - arredondados e lisos. Média + erro padrdo. 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 amplificagdes com os iniciadores RAPD (Figura 4) usando 12 iniciadores
produziram 167 locos, dos quais 128 (76,6%) foram locos polimérficos (Tabela 4), sendo
bandas altamente distintas. O numero de bandas amplificadas para os iniciadores variou de 7
(OPDO08) a 22 (OPMO01). Dos 12 iniciadores, nenhum obteve 100 % de polimorfismo, tendo o
iniciador OPMO1 apresentado maior taxa (90%). Foram calculados os valores de PIC para cada
iniciador. O iniciador OPDQ7 apresentou o maior valor de PIC, 0,440 e o iniciador OPMO02
obteve o0 menor valor de PIC de 0,265. O valor médio de PIC para o marcador RAPD de 0,364.
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Figura 4 - Produtos da amplificacdo 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 - Caracterizagdo dos dados obtidos com os iniciadores RAPD e ISSR quanto ao total de locos (TL), locos
monomarficos (LM), locos polimérficos (LP), porcentagem de polimorfismo (%P) e contedido de informacao 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 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 amplificacGes dos iniciadores ISSR utilizando nove iniciadores produziram 63 locos,
dos quais 58 (92,1%) foram polimdrficos (Tabela 4). O nimero de bandas amplificadas para os
iniciadores ISSR variou de cinco (TriTGT5’Cy) a dez (TriGTG). Dos nove iniciadores, seis
apresentaram 100% de polimorfismo (DiGAS5’CR, TriGTG, TriGTG5’Cy, TriTGT5’Cy,
TriTCA3’Cy e TriTCC3’RC). O maior valor de PIC (0,460) foi obtido com 0 iniciador ISSR10
e 0 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 formacéo 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).



34

- =

I T T T T T T T T T T T T T T T
033 042 052 062

Coethaent

BREORELERERE &

=]
] =
=]

Figura 5 — Dendograma gerados pelo método UPGMA a partir da combinag&o dos iniciadores ISSR+RAPD.

3.4 Avaliacdo de patogenicidade

Houve diferengas significativas (P<0,05) na viruléncia entre os isolados (Figura 6).
Dentre os isolados de C. gloeosporioides avaliados, apenas trés (Isolados 5, 8 e 23) nédo
apresentaram lesdes nos frutos (0,7 cm referente a lesdo inicial) (Tabela 5). Os demais
produziram les@es tipicas de antracnose. As maiores medias de lesdes 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 ap6s a
inoculacéo. Lesdes causadas por isolados mais virulentos; isolados 24 (a) e 21 (b) e ampliacdo de suas respectivas
lesbes (e; f) e dois ndo patogénicos, isolados 5 (c) e 8 (d) e seus respectivos locais de inoculacdo (g e h).



Tabela 5 — Médias de lesdes em mangas, causadas por isolados de C. gloeosporioides.

Isolado Média de lesdo (cm) Isolados Média de lesdo

Controle 0,7a 15 2,1 ef
1 0,82 ab 16 0,95b
2 0,88 ab 17 0,85ab
3 0,78 ab 18 0,77 ab
4 0,75 ab 19 0,72 ab
5 0,7a 20 2,3f
6 12c 21 264
7 0,73 ab 22 0,73 ab
8 0,7a 23 0,7a
9 2,1le 24 2,79
10 0,82 ab 25 0,8 ab
11 0,82 ab 26 1,65d
12 0,75 ab 27 1,77d
13 0,75 ab 28 0,82 ab
14 0,95b

Letras diferentes mostram diferengas significativas (P<0,05) de acordo com o teste t (LSD).
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4 DISCUSSOES

A diversidade de coloracdo obtida pelas col6nias pode ser atribuida as expressdes
fenotipicas associadas ao ambiente, bem como a liberacdo de metabdlitos secundarios, que tem
sido bastante associada a isolados de Colletotrichum, possibilitando alto grau de variagoes
morfoculturais (BAILEY; JERGER, 1992; BONETT et al., 2010).

Para a velocidade de crescimento micelial, foram encontradas diferencas até mesmo
entre isolados de mesmo grupo de coloragdo morfocultural, demonstrando relacdo de
independéncia entre a coloracéo e a taxa de crescimento micelial. Além disso, pode-se observar
diferenca 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 possivel variagdo dos isolados
que pode estar associada a uma especificidade ao tecido do hospedeiro, podendo possuir até
mesmo varia¢do em nivel genético.

A maioria dos isolados teve predominancia de conidios retos com extremidades
arredondadas, sendo esse formato caracteristico de C. gloeosporioides (SUTTON, 1992;
RITCHIE, 2003). Segundo Sutton (1992), o comprimento médio dos conidios desta espécie é
de 12 a 17 um, e a largura ¢ 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 pm) e largura (2,10
um) dos conidios. Entretanto, outros trabalhos (TOZZE, 2015; ANDRADE, 2007) relatam
também as divergéncias nos parametros informados por Sutton (1992). Damm (2012) relata
que a variabilidade na expressdo morfologica dessa espécie torna a identificacdo com base na
caracterizacdo morfoldgica bastante ambigua.

Embora haja caracterizacdo morfoldgica e molecular de espécies de Colletotrichum em
todo o mundo, estudos como esses ainda sdo escassos no Rio Grande do Norte (RN), grande
exportador de manga do Brasil. A combinacdo de caracteres morfoldgicos e moleculares
encontradas no presente trabalho confirmam que C. gloeosporioides é o causador de antracnose
em manga na regido 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 especificos para C. gloeosporioides também foram
utilizados com sucesso para a detec¢do desta espécie em culturas tropicais como tamarindo,
maracuja e manga (AFANADOR-KAFURI et al., 2003). Stracieri (2015), quando avaliou
isolados de Colletotrichum com primers gene especifico associados a mangueira no estado de

Sdo Paulo no Brasil, confirmou que os 52 isolados avaliados pertenciam a especie C.



37

gloeosporioides. Estes resultados mostram a confiabilidade desses primers para uma
identificacdo precisa, especialmente quando a identificagho morfoldgica é dificultada
(WHITELAW-WECKERT et al. 2007). Ferramentas baseadas em PCR s&o de grande interesse
nesse tipo de estudo na medida em que permitem o diagnostico rapido e preciso dessa espécie.

Nos perfis dos iniciadores ISSR e RAPD foi possivel observar a confiabilidade e
reprodutibilidade aparentes nas amplificagcfes da PCR. O agrupamento dos isolados de C.
gloeosporioides pode ser identificado devido a alta deteccdo dos alelos caracteristicos da
espéecie. A variacdo polimorfica 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 comparacdo a ISSR
(ARIF et al., 2009; GOMES et al., 2009; TANYA et al., 2011), atribuindo isso a maior
capacidade desses iniciadores em acessar mais regides 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 obtencdo 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 nivel de variacdo genética de C.
gloeosporioides presentes em plantacbes de mangueira do Rio Grande do Norte, Brasil.
Resultados semelhantes foram relatados na caracterizagdo molecular de isolados de
Colletotrichum em citros, sendo possivel o agrupamento genético de isolados obtidos em
diferentes tecidos da planta (SILVEIRA et al., 2016).

Os iniciadores RAPD e ISSR detectaram variagdes notaveis de polimorfismo e
satisfatoria capacidade de discriminacao dos individuos, sugerindo, assim, a eficiéncia dos dois
iniciadores na analise de relagdes genéticas. Os agrupamentos gerados pelo dendograma néo
puderam ser correlacionados as localidades de coleta dos isolados. Estes resultados estdo em
conformidade com os de Ratanacherdchai et al. (2010), para quem nem sempre se pode
relacionar o agrupamento genético e a localizacdo geografica dos isolados. Porém, Stracieri
(2015), quando estudaram isolados de Colletotrichum em maméo, observou a formacdo de
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quatro grupos contendo todos os individuos relacionados de uma mesma regido.
Ratanacherdchai et al. (2010), avaliando diversidade genética de C. falcatum em pimenta por
iniciadores ISSR, correlacionaram a distribuicdo geografica a diversidade encontrada nos
individuos. Os resultados encontrados neste trabalho podem ser relacionados com infecgdes
cruzadas de isolados de regides diferentes, possibilitando trocas genéticas entre regides,
dificultando, assim, o agrupamento de isolados de uma mesma localidade. Isto implicaria a
dispersdo de isolados possivelmente mais patogénicos ao longo da regido, incidindo em
contaminacdes e perdas de producdo em areas onde ocorreram a introdugdo dos novos isolados,
dificultando o controle e aumentando os custos de producéo.

Poucos isolados de Colletotrichum apresentaram altos niveis de viruléncia, tendo 67%
dos isolados obtidos da variedade Tommy apresentado lesGes acima de 1 cm de diametro 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 Catuai Arrepiado.

Lima et al. (2015), verificando a diversidade patogénica 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 patdgeno.
Estes dados estdo de acordo com o presente trabalho, no qual foi evidenciada baixa quantidade
de isolados que obtiveram viruléncia significativa contra a variedade Tommy. Isso
provavelmente se deve a resisténcia do fruto inoculado ou das caracteristicas dos isolados
(ALAHAKOON et al., 1994; SNADERS; KORSTEN, 2003). Segundo Lima et al. (2015), essa
viruléncia reduzida pode estar relacionada a resisténcia dessa variedade a deterioracdo na fase
de poés-colheita, sendo menos perecivel e mais parcialmente resistente a antracnose (LIMA
NETO etal., 2010), o que justifica a grande apreciacao de sua producdo para o mercado externo.

Os isolados mais patogénicos foram provenientes da Fazenda 3 (Isolados 9, 15 e 20),
localizada em Ipanguacu/RN, e da Fazenda 4 (lsolados 21, 24, 26 e 27), localizada em
Pendéncias/RN. As demais Fazendas apresentaram isolados pouco virulentos. Lima et al.
(2015), quando avaliaram mangas na cidade de Pendéncias no Rio Grande do Norte, mesma
localidade da Fazenda 3, encontraram também isolados com alta taxa de viruléncia, chegando
a 6 cm de les@o dez dias ap0s a inoculacéo. Estes resultados demonstram possivelmente uma
carga genética de alta viruléncia dos isolados destas areas, necessitando de maiores cuidados e
de rigidas praticas 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 ndo sé de variedade da fruta como também
do tecido vegetal. Os demais isolados (4, 5; 10, 11 e 18, 19) foram pouco virulentos, ndo
apresentando diferenca significativa na viruléncia.

Apesar dos iniciadores RAPD e ISSR se mostrarem eficientes em acessar a diversidade
genética dos isolados, ndo foi possivel correlacionar os agrupamentos obtidos na similaridade
genética com 0s niveis de patogenicidade, de maneira que alguns grupos tiveram tanto
individuos patogénicos quanto ndo patogénicos. Estes resultados podem estar relacionados a
hipotese relatada por Gordon; Martyn (1997), segundo a qual isolados patogénicos podem ter
se originado de populagdes ndo patogénicas pré-existentes ou da perda de patogenicidade destes
isolados. Outra justificativa esta relacionada as regifes do genoma de atuacdo dos iniciadores
RAPD e ISSR utilizados. Como as caracteristicas de patogenicidade podem ter o envolvimento
de diversos genes, os iniciadores utilizados podem nao ter sido capazes de acessar estes genes,
podendo ndo distinguir entre isolados patogénicos e ndo patogénicos. Resultados semelhantes
foram encontrados por Martins (2005), que nédo identificou correlacdo da variabilidade genética
com a viruléncia de isolados de Fusarium ssp.

Nossos achados revelam grande diversidade de espécies do complexo C.
gloeosporioides presentes em areas produtoras do Rio Grande do Norte, Brasil.
Consequentemente, pesquisas extensivas sobre a caracterizacao de espécies de Colletotrichum,
além de avaliacBes patogénicas podem possibilitar maior conhecimento sobre a atuacédo e carga

genética da viruléncia em regides de importancia.
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CAPITULO Il

ATIVIDADE in vitro E in vivo DE OLEOS ESSENCIAIS DE Zingiber officinale E Croton
lechleri CONTRA Colletotrichum gloeosporioides ISOLADOS DE MANGUEIRA

RESUMO

A antracnose, causada pelos fungos do género Colletotrichum, é uma doenca principalmente de
pos-colheita em diversas fruteiras, causando grandes prejuizos na producdo de mangas. Essa
doenca € de extrema importancia, ocorrendo em todas as areas de producédo desse frutifera em
todo o mundo. Este estudo teve como objetivo avaliar a utilizagdo de 6leos essenciais de
gengibre (Zingiber officinale) e de sangue de dragéo (Croton lechleri) como método alternativo
para 0 manejo da antracnose da mangueira, em condic@es in vitro e in vivo. Para o teste in vitro,
trés isolados mais patogénicos foram utilizados na avaliacdo de inibicdo com os 6leos de
gengibre, sangue de dragdo e a combinacao de ambos nas concentracdes de 0,2; 0,4; 0,6 € 0,8%
em placas de Petri. Os mesmos tratamentos foram utilizados para o teste in vivo. Apo6s a
introducao de discos miceliais em frutos de manga, as diferentes concentracdes de 6leos foram
espalhadas na superficie inoculada e mantida por sete dias ap0s a avaliacdo. Nos testes in vitro,
houve diferengas significativas entre os tratamentos, sendo que a maior inibicdo média foi de
28,5% na combinacéo de 0,3% de gengibre mais 0,3% de sangue de dragédo. Para os testes in
vivo, todos os tratamentos se mostraram altamente eficazes em manga Tommy, apresentando
100% de inibicdo do crescimento fungico no fruto. Com base nos resultados, os éleos de
gengibre, sangue de dragdo e suas combinagdes se mostraram eficientes para estudos desses
6leos no aumento da qualidade pds-colheita do fruto para longos periodos de exportacao.

Palavras-chave: Antracnose. Inibi¢do. Gengibre. Sangue de Dragéo.
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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. INTRODUCAO

A mangueira (Mangifera indica L.) é destacada como uma das principais frutiferas
cultivadas em todo o mundo. Isso se deve a grande apreciacao da populacéo pelo seu sabor e
valor nutricional (SHARMA; RAO, 2017). Ela é adaptada a diversos climas sendo mais
cultivadas em regides tropicais e subtropicais com alta umidade relativa (LEVIN et al. 2018).
A maior producédo desse fruto, no Brasil, esti concentrada na regido nordeste, sendo o estado
do Rio Grande do Norte um dos maiores polos de producédo dessa regido (IBGE, 2018).

Dentre as diversas patologias associadas a cultura da manga estdo as doencas fungicas.
A antracnose se destaca como uma das patologias mais devastadoras no mundo (CANNON et
al., 2012) e a mais comum para frutiferas (HE et al., 2017). E causada por fungos do género
Colletotrichum, de grande diversidade genética entre suas espécies (CAl et al., 2009) e nichos
de vida variados (DE SILVA et al., 2017). Dentre os principais sintomas, nos hospedeiros, estdo
a queima das flores, as manchas das folhas e a podridao dos frutos (ARAUZ, 2000).

Os métodos para o controle da antracnose em manga consistem na utilizacdo de
fungicidas com principio ativo, como Azoxistrobina, Difenoconazol Mancozebe, dentre outros.
Com isso, é grande a demanda e aplicacdo de produtos quimicos (SERRANO, 2005).
Entretanto, sua utilizacdo causa danos ao meio ambiente, sendo até irreversiveis no solo
(HAYES, 1991), podendo até causar resisténcia 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 cientificos para o combate de fitopatdgenos,
principalmente para a reducao de perdas de frutos pés-colheita (ZHANG et al., 2017).

Uma alternativa de controle seria 0 uso de produtos naturais como Gleos essenciais,
confiaveis e ecologicamente seguros. Devido a grande comprovacdo de propriedades
importantes, essas substancias tém sido bastante estudadas para os mais diversos patégenos
causadores de enfermidades em plantas (SILVA et al., 2012; JUNIOR et al., 2009).

Este estudo teve como objetivo avaliar a utilizagdo de 6leos essenciais de gengibre e de
sangue de dragdo como método alternativo de controle contra a antracnose em manga em

condigdes in vitro e in vivo.
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2. MATERIAIS E METODOS

2.1  Isolados fungicos

Foram utilizados trés isolados de Colletotrichum gloeosporioides obtidos de frutos de

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

2.2  Teste de inibicdo com 0leos essenciais

2.2.1 Obtencdo dos 6leos essenciais

Oleos essenciais naturais puros de Z. officinale (Gengibre) e C. lechleri (Sangue de
dragdo) das marcas BioEsséncia 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 didmetro foram utilizadas contendo meio BDA (Batata
Dextrose Agar) com diferentes concentracdes de 6leos essenciais de Z. officinale e C. lechleri,
sendo 0,2, 0,4, 0,6 e 0,8% de ambos os 6leos e também em associac¢ao 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 agua
destilada esterilizada. Foi realizado um tratamento utilizado o fungicida com principio ativo
mancoezeb (100g/L), totalizando 14 tratamentos. Apos a polimerizacdo do meio, discos de 5
cm de trés isolados patogénicos de C. gloeosporioides (isolados 24, 21 e 20) foram colocados
no centro das placas para a avaliagdo de inibicdo. As placas foram incubadas no escuro a uma
temperatura de 25°C até que o controle, sem a presenca de 6leo, atingisse as bordas da placa.
O delineamento foi inteiramente casualizado com trés repeti¢fes 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
concentragdes de Oleos essenciais contra C. gloeosporioides para avaliagfes in vivo. Os frutos
foram previamente lavados em agua corrente, desinfestados em hipoclorito de sédio 1,5% por
dois minutos e lavados em agua destilada autoclavada. Em seguida, foram realizadas trés

perfuracdes de 7 mm, com o auxilio de furador metalico estéril na epiderme de cada fruto. Para
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cada isolado, discos contendo estruturas fungicas de 5 mm de didmetro foram previamente
removidos de bordas de culturas crescidas em meio BDA por sete dias de crescimento e
transferidos para cada ponto das perfura¢@es do fruto. Apds a adigdo dos isolados, solucéo dos
0Oleos essenciais foi espalhada na superficie 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 6leos. Foram utilizados também tratamentos contendo fungicida
mancozeb. Os frutos foram colocados em bandejas plasticas (desinfestadas com &lcool 70%),
contendo algoddo umedecido com &gua destilada esterilizada, sendo posteriormente cobertos
com papel filme para a manutencdo da umidade nos frutos. As bandejas com os frutos foram
mantidas em temperatura ambiente (30 + 1°C) em fotoperiodo natural. O delineamento
experimental foi inteiramente casualizado com seis repeti¢Ges por tratamento, sendo a unidade
experimental equivalente a uma perfuracdo. A avaliacdo foi realizada no 7° dia apds a

inoculacdo, sendo medido o diametro da leséo.

2.3 Analise estatistica

Os dados observados foram submetidos a anélise de variancia (ANOVA), tendo suas
médias comparadas pelo teste de t (LSD) a 5% de significancia. As analises estatisticas foram
realizadas utilizando o software estatistico Sisvar versdo 5.7 (Build 91).
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3. RESULTADOS

3.1  Teste de inibic¢&o in vitro

Os oleos testados reduziram significativamente (P<0,05) o crescimento micelial in vitro
dos trés isolados fungicos testados em comparacéo ao controle (Tabela 1). Na concentragdo de
0,8%, o0 6leo de gengibre apresenta maior efeito sobre a inibicdo média dos isolados (27,4%)
para esse 6leo. O sangue de dragdo a 0,2% propiciou maior inibicdo, com média de 19,2% sobre
os isolados. Por sua vez, a combinacdo dos dois 6leos (0,3% de gengibre e 0,3% de sangue de

dragdo) teve sua maior taxa de inibicdo média de 28,5%.

Tabela 1 - Efeitos dos dleos de gengibre e sangue de dragdo no desenvolvimento in vitro de trés isolados de C.
gloeosporioides.

Tratamento Isolado 24 Isolado 21 Isolado 20 Inibicdo
Diametro Inibicio  Didmetro Inibicio  Diametro Inibicdo média
(cm) (%) (cm) (%) (cm) (%) (%)
G 0,2% 7,9 ef 12,3 8,2d 8,9 8,1 de 10,0 10,4
G 0,4% 7,3 cde 18,9 8,2d 8,9 7,8 cd 13,3 13,7
G 0,6% 6,3 ab 30,0 74c 17,8 7,7 bed 14,4 20,7
G 0,8% 6,1a 32,2 7,2 hc 20,0 6,3a 30,0 27,4
S0,2% 7,0 cd 22,2 6,9b 23,3 79cd 12,2 19,2
S 0,4% 6,2a 311 8,3d 7,8 83e 7,8 15,6
S 0,6% 8,0f 111 8,2d 8,9 9,0f 0,0 6,7
S 0,8% 7,5de 16,7 8,5d 5,6 7,5hc 16,7 13
G0,1%+S0,1% 7,3 cde 18,9 8,0d 11,1 9,0f 0,0 10
G0,2% + S 0,2% 6,9 bed 23,3 8,2d 8,9 7,5hc 16,7 16,3
G0,3% +S0,3% 6,7 abc 25,6 6,4 a 28,9 6,2a 311 28,5
G 0,4% + S 0,4% 6,7 abc 25,6 6,8 ab 244 73b 18,9 22,9
Sem tratamento 90¢g 0,0 90e 0,0 9,0f 0,0 0,0
Fungicida 0,0 100 0,0 100 0,0 100 100

Letras diferentes na mesma coluna difere significativamente (P<0,05) de acordo com o teste t (LSD). G —
Gengibre. S — Sangue de dragao.

A porcentagem média de inibicg&o entre os isolados variou de 6,7% (0,6% de sangue de
dragdo) a 28,5% (0,3% de gengibre + 0,3% de sangue de dragdo). Houve divergéncia na
resposta inibitdria entre os trés isolados avaliados. A combinagéo de 0,3% de dleos de gengibre
e 0,3% de oleo de sangue de dragdo possibilitou maior taxa de inibicéo nos isolados 21 (28,9%)
e 20 (31,1%). O isolado 24 apresentou maior inibigéo (32,2%) com 0,8% de 6leo de gengibre
(Tabela 1). Todas as concentracOes testadas proporcionaram inibi¢cdes significativas em
comparagdo ao controle, exceto quando analisados no isolado 20, dois tratamentos ndo foram
significativos. Com excec¢do dos tratamentos somente com o 6leo de gengibre, os demais

obtiveram decaimento significativo em sua taxa de inibicdo com o aumento da concentracédo
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dos oleos. O tratamento com fungicida quimico com o principio ativo mancozeb inibiu em
100% o crescimento micelial do C. gloeosporioides. A figura 1 mostra a varia¢ao de inibicéo

encontrada no isolado 20.

Figura 1 - Teste in vitro utilizando o isolado 20 de C. gloeosporiodes nos tratamentos com os 6leos essenciais.
Controle com inoculo fangico (a), Tratamento com fungicida (b), éleo essencial de gengibre nas concentracdes
0,2% (c), 0,4% (d), 0,6% (e) e 0,8% (f), 6leo essencial de sangue de dragdo nas concentragdes 0,2% (g), 0,4%
(h), 0,6% (i) e 0,8% (j) e a combinagao dos dois 6leos 0,1% + 0,1% (k), 0,2% + 0,2% (1), 0,3% + 0,3% (m) e
0,4% + 0,4% (n).

3.2 Teste de inibic¢&o in vivo

Todos as concentragdes de 6leos inibiram significativamente a severidade da doenca. A
maior taxa média de inibicdo de todos os isolados foi de 100% para as concentracfes de
gengibre a 0,8%, sangue de dragdo a 0,6% e a combinagdo dos 6leos em 0,1% e em 0,4% de
cada um. No isolado 24, houve aumento na porcentagem de inibicdo, com o aumento da
concentracdo todos os tratamentos testados, com excecdo dos 6leos de sangue de dragdo que
teve um decaimento significativo da taxa de inibicdo na concentracdo de 0,8%. Os frutos
contendo o in6culo de C. gloeosporioides sem o tratamento com 6leo apresentaram maior lesdo,
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 inibitorio in vivo de 6leo essencial de gengibre, sangue de dragédo e a combinagdo de ambos no
desenvolvimento da antracnose causada por trés isolados de C. gloeosporioides, sete dias apds a inoculagdo em
frutos de manga da variedade Tommy.

Tratamentos Inibicao
Isolado 24 Isolado 21 Isolado 20 média
Didmetro Inibicdo Didmetro  Inibicdo Didmetro  Inibicéo (%)
cm) (%) (cm) (%) (cm) (%)
G 0,2% 12¢c 79,1 0,7a 100 1,1b 73,3 84,1
G 0,4% 0,9ab 91,7 0,7a 100 1,0 ab 80 90,6
G 0,6% 0,7a 100 0,7a 100 0,8ab 93,3 97,8
G 0,8% 0,7a 100 0,7a 100 0,7a 100 100
S 0,2% 0,92 ab 90,9 0,7a 100 0,7a 100 96,7
S 0,4% 0,8a 95,5 1,1b 73,3 0,7a 100 89,6
S 0,6% 0,7a 100 0,7a 100 0,7a 100 100
S 0,8% 1,1 bc 83,3 lab 80 1,0ab 86,7 83,3
G0,1% +S0,1% 0,7a 100 0,7a 100 0,7a 100 100
G 0,2% + S 0,2% 0,85 ab 93,7 0,7a 100 0,7a 100 97,9
G0,3% +S0,3% 0,7a 100 0,8a 93,3 0,7a 100 97,8
G 0,4% + S 0,4% 0,7a 100 0,7a 100 0,7a 100 100
Controle sem tratamento 3,1d 0 22¢c 0 22¢c 0 0
Fungicida 0,7a 100 0,7a 100 0,7a 100 100

Letras diferentes na mesma coluna indicam diferencas significativas (P < 0,05) nos tratamentos de acordo com 0
teste t. G: Gengibre, S: Sangue de Dragéao.

a

b‘

Figura 2 - LesOes causadas pelo isolado 24 de C. gloeosporiodes nos tratamentos com os 6leos essenciais.
Controle sem tratamento (a), Tratamento com fungicida (b), 6leo essencial de gengibre nas concentracées 0,2%
(c), 0,4% (d), 0,6% (e) e 0,8% (f), 6leo essencial de sangue de dragdo nas concentragdes 0,2% (g), 0,4% (h),
0,6% (i) e 0,8% (j) e a combinacao dos dois 6leos 0,1% + 0,1% (k), 0,2% + 0,2% (1), 0,3% + 0,3% (m) e 0,4% +
0,4% (n).
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4, DISCUSSAO

Vaérios estudos relatam a grande propriedade fungicida de Oleos essenciais contra
doencas pos-colheita de frutas e legumes (WILSON et al., 1997; IMELOUAN et al., 2009). Foi
avaliada a capacidade de dois 0leos essenciais e sua combinacao na inibi¢do do crescimento de
C. gloeosporioides. O 6leo de gengibre foi mais eficaz com o aumento da concentracgdo,
chegando a inibicdo média de 27,4% na concentracdo de 0,8%. Abd-Alla (2013), utilizando
oleos de laranja, limdo, mostarda e manjericdo obteve inibi¢cdo gradativa com o aumento da
concentracdo dos Gleos utilizados tanto em testes in vitro quanto nos in vivo contra C.
gloeosporioides em manga. Os resultados obtidos no presente estudo sdo superiores aos
encontrados por Oliveira et al. (2019), que, avaliando in vitro a atividade antifingica do 6leo
de gengibre contra Colletotrichum, identificaram uma inibicdo de apenas 17% quando
utilizaram 1% do 6leo. Entretanto, Marinelli et al. (2012) obtiveram inibicdo de 100% de C.
gloeosporiodes quando utilizaram apenas 0,05% de éleo de gengibre em testes in vitro. Ramos
(2016) utilizou 50% desse Gleo para uma inibicdo completa in vitro. Essa grande divergéncia
na atuacdo do 0Oleo essencial de gengibre se deve a alta variedade de composicao presentes nos
6leos utilizados (MACHADO et al., 2003; DABAGUE et al., 2011; OLIVEIRA et al., 2019).
A alta capacidade desse 6leo € justificada pela composicdo quimica do gengibre, com a aliicina,
inulina, o gingerol e o shorgaol, conferindo alto potencial contra vérios fitopatdgenos
(CARVALHO et al., 2008; LORENZI; MATQOS, 2002).

O dleo de sangue de dragdo causou maior porcentagem de inibi¢do quando utilizado na
concentracdo de 0,2% do 6leo. Varios autores ja utilizam o latex e extratos desta planta no
combate a diversos patdgenos. Santos (2015), estudando a atividade leishmanicida do latex de
Croton lechleri, obteve inibicdo de 61% do crescimento com 0,6% do extrato. Franco et al.
(2013), estudando o uso de extratos vegetais em atividade antifingica contra Leucoagaricus
gongylophorus, observaram que o de Croton urucurana se mostrou mais eficiente em inibicao
do crescimento in vitro. Contudo, nos resultados obtidos 0 aumento da concentragao desse 6leo
teve efeito contrario ao de inibigdo. Resultados semelhantes foram encontrados por Guimaraes
et al. (2016), utilizando combinacdo de cera de carnauba com Oleos esséncias em frutos de
manga Palmer contra antracnose verificaram a inibicao de 63,7% da lesdo do fungo com 100
ppm de 6leo de tomilho. Entretanto, quando avaliado em concentragdes maiores (250, 500
ppm), obtiveram diminuigdo dessa inibicdo para 29,31 e 25,74%, respectivamente. Estes
autores obtiveram resultados semelhantes entre as concentragdes de 1500 ppm e 3000 ppm de
6leo de eucalipto.
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Na combinacdo dos dois 6leos, houve maior taxa de inibicdo média (28,5%) em
concentragdes de 0,3% de gengibre mais 0,3% de sangue de dragédo. Este resultado pode estar
relacionado & maior eficicia da associa¢do de substancias presentes nos dois 6leos em atuar
mais efetivamente na inibicdo desse fitopatdgeno.

Todas as concentracfes dos 6leos se mostraram estatisticamente eficientes na inibicao
de C. gloeosporioides em frutos de manga. Asgar et al. (2016), avaliando a eficiéncia do dleo
de gengibre a 2,0% no controle de qualidade de frutos de mamao durante o armazenamento
refrigerado, identificaram a inibicdo de germinacao de 93% dos conidios de C. gloeosporioides.
Alves (2008), testando efeito de extrato aquoso de gengibre contra C. gloeosporioides,
identificou variacdo de inibigdo de 48,1 a 91,1%, indicando a existéncia de variabilidade entre
os isolados, demostrando, assim, diferenciacédo de inibic&o pelo isolado utilizado.

No teste in vitro, apesar das andlises dos tratamentos possibilitarem diferenca
significativa de inibicdo em relacdo ao controle, nenhum tratamento inibiu taxa micelial
superior a 35%. Entretanto, no teste in vivo, a taxa de inibicdo média dos isolados nao foi
inferior a 75%. Segundo Rodrigues et al. (2002), alguns dleos essenciais ndo possuem agentes
inibidores diretos, ndo possuindo efeito fungitoxico ou fungicida, sendo seu efeito observado
diretamente na inibicdo do crescimento do patdégeno no fruto, agindo como retardante do
aparecimento dos sintomas da viruléncia. Com isso, 0s resultados encontrados no trabalho
podem ser explicados pela baixa acdo dos Oleos de gengibre, sangue de dragdo e sua
combinacdo em inibir o crescimento do fungo in vitro pela inferior acao fungica, porém testes
in vivo comprovaram possivel acdo de inducao de resisténcia no fruto para o controle da doenca.

Sousa et al. (2012), avaliando o efeito de 10 éleos essenciais in vitro e in vivo sobre C.
gloeosporioides em pimenta, identificaram taxa de inibicdo de apenas 6,2% de 6leo de sementes
de uva em testes in vitro e de 100% de inibicdo em teste in vivo e ainda obtiveram as
caracteristicas fisiologicas inalteradas mesmo apdés 12 dias de inoculagdo no fruto. Eles
justificaram esses resultados com base no fato de que este 6leo ativa mecanismos de resisténcia
em frutos de pimenta.

Esses resultados estdo de acordo com outros autores em que a utilizacdo de 6leos
essenciais diminuiu a deterioracdo pos-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 estdo possivelmente relacionados ao estresse
ocasionado por substancias presentes nos 0leos essenciais, 0 que estimula a producdo de
compostos fenolicos e peroxidases que atuardo na defesa do fitopatdgeno. De acordo com
Ramezanian (2016), a alta taxa de compostos fendlicos em vegetais inibe o crescimento de
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Alternaria citri, agente causador de doencas em laranja, diminuindo a severidade da
decomposic¢do da fruta. Nychas (1995) relata que compostos fenolicos interrompem e danificam
as cascatas de enzimas na producdo de energia microbiana.

Os resultados desse estudo demonstram efeitos positivos nos parametros qualitativos do
fruto da manga, inibindo consideravelmente o crescimento micelial do fungo em testes in vitro
e com alta taxa de inibicdo em testes in vivo. Contudo, estudos posteriores devem ser realizados
visando & identificacdo das substancias de antagonismo para melhor compreensdo das

atividades inibitorias dos respectivos 6leos.



55

REFERENCIAS

ABD-ALLA, M. A. et al. Use of Some Plant Essential Oils as Post-harvest Botanical Fun
gicides in the M anagement of Anthracnose Disease of Mango Fruits (Mangi Feraindica L.)
Caused by Colletotrichum Gloeosporioides (Penz). International Journal of A griculture and
Forestry, v. 3, n. 1, p. 1-6, 2013.

ALVES, K. F. Controle alternativo da antracnose do pimentdo com extratos vegetais.
2008. 47f. Dissertacdo (Mestrado em Fitopatologia) - Universidade Federal Rural de
Pernambuco, Recife, 2008.

ARAUZ, L.F. Mango anthracnose: Economic impact and current options for integrated
management. Plant Dis., v. 84, p. 600-611, 2000.

ASGAR, A.; HEY, G. K.; KEAT, Y. W. Efficacy of ginger oil and extract combined with gum
arabic on anthracnose and quality of papaya fruit during cold storage. Journal of Food Science
and Technology, v. 3, n. 1, p. 1-10, 2016.

BEN-JABEUR, M.; GHABRI, E.; MYRIAM, M.; HAMADA, W. Thyme essential oil as a
defense inducer of tomato against gray mold and Fusarium wilt. Plant Physiology and
Biochemistry, Le Kef, Tunisia, v. 94, p. 3540, 2015.

CAl, L; HYDE, K. D.; TAYLOR, P. W. J. et al. A polyphasic approach for
studying Colletotrichum. Fungal Diversity, Beijing, China, v. 39, p. 183-204, 2009.

CARVALHO, R. A. et al. Extratos de plantas medicinais como estratégias para o controle
de doencas fungicas do inhame (Dioscoreasp.) no Nordeste. Disponivel em:
<htpp://lwww.emepa.org.br/anais/volumel/av107.pdf>. Acesso em: 27 jan. 2020.

CANNON, P. F.; DAMM, U.; JOHNSTON, P. R.; WEIR, B. S. Colletotrichum — Current status
and future directions. Studies in Mycology, Auckland, New Zealand, v. 73, p. 181-213, 2012.

CAMPOS-REGUENA, V. H. et al. Thermoplastic atarch/clay nanocomposites loaded with es-
sential oil constituents as packaging for strawberriesin vitroantimicrobial synergy over Botrytis
cinerea. Postharvest Biology and Technology, v. 129, p. 29-36, 2017.

DABAGUE, I. C. M.; DESCHAMPS, C.; MOGOR, A. F.; SCHEER, A. P.; COCCO, L. Teor
e composicdo de 6leo essencial de rizomas de gengibre (Zingiber officinale Roscoe) ap6s
diferentes periodos de secagem. Revista Brasileira de Plantas Medicinais, Curitiba-Brasil, v.
13,n. 1, p. 79-84, 2011.

DE SILVA, D.; CROUS, P.; ADES, P.,; HYDE, K., TAYLOR, P. Life styles
of Colletotrichum species and implications for plant biosecurity. Fungal Biology Reviews,
VIC, Australia, v. 31, p. 155-168, 2017.

FRANCO, A. A. etal. Acéo de Extratos vegetais sobre o desenvolvimento de fungos simbiontes
das formigas cortadeiras. Engenharia Ambiental, Espirito Santo do Pinhal, v. 10, n. 1, p. 103-
113, 2013.

GOTOR-VILA, A. et al. Formulation of the biocontrol agent Bacillus amyloliquefaciens CPA-
8 using different approaches: liquid, freeze-drying and fluid-bed spray-drying. Biocontrol,
Lleida, Spain, v. 62, p. 45-555, 2017.

GOULD G. W. Industry perspective on the use of natural antimicrobials and inhibitors for food
applications. Journal of food protection, v. 45, p. 82-85, 1995.



56

GUIMARAES, J. E. R. Produtos naturais no controle da antracnose e na qualidade pos-
colheita de mangas ‘Palmer’. 2016. 123f. Tese (Doutorado em Agronomia) — Universidade
Estadual Paulista, Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias, Jaboticabal, 2016.

HAYES, W. J.; LAWS, E. R. Handbook of pesticides Toxicology. Academic Press, New York,
USA, v. 1, p. 55-56, 1991.

HE, J. et al. Defense responses of salicylic acid in mango fruit against postharvest anthracnose,
caused by Colletotrichum gloeosporioides and its possible mechanism. J Food Saf, Guiyang,
China, v. 37, p. 1-10, 2017.

HONG, J. K., et al. Application of volatile antifungal plantessential oils for controlling pepper
fruit anthracnose by Colletotrichum gloeosporioides. Plant Pathology Journal, Jeju, Korea, V.
31,n. 3, p. 269-277, 2015.

IBGE - Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica. Levantamento sistematico da
producdo agricola. Brasil, 2018. Disponivel em: <https://sidra.ibge.gov.br/>. Acessado em 20
jan. 2020.

IMELOUAN E, B. A. et al. Physicochemical compositions and antimicrobial activity of
essential oil of Eastern Moroccan Lavandula dentata. Int. J. Agric. Biol., Zaio, Morocco, V.
11, p. 113-118, 2009.

JUNIOR, I. T. S.; SALES, N. L. P.; MARTINS, E. R. Efeito fungitdxico de 6leos essenciais
sobre Colletotrichum gloeosporioides, isolado do maracujazeiro amarelo. Revista Biotemas,
Pelotas, Brasil, v. 22, n. 3, p. 77-83, 2009.

LEVIN, A. G.; PERES, M.; NOY, M.; LOVE, C.; GAL, Y.; NAOR, A. The response of field-
grown mango (cv. Keitt) trees to regulated deficit irrigation at three phenological stages. Irrig.
Sci., Kiryat’shmona, Israel, v. 36, p. 25-35, 2018.

LORENZI, H.; MATOS, F. J. A. Plantas medicinais no Brasil: nativas e exoticas. Nova
Odessa: Instituto Plantarum, 2002.

MACHADO, G. C. et al. Composicao quimica de amostras de gengibre (Zingiber officinale)
de cultivo convencional e organico. In: REUNIAO ANUAL DA SOCIEDADE BRASILEIRA
DE QUIMICA, Maringé. Anais...Curitiba: Universidade Federal do Parand, v. 26. 2003

MARINELLL, E. et al. Activity of Some Essential Oils against Pathogenic Seed Borne Fungi
on Legumes. Asian Journal of Plant Pathology, v. 6, p. 66-74, 2012.

OLIVEIRA S. S. et al. Composicdo quimica e atividade antifngica do 6leo essencial de
Zingiber officinale Roscoe sobre Colletotrichum theobromicola, causador da antracnose da
cebolinha (Allium fistulosum). Scientia Naturalis, Rio Branco - Acre, v. 1, n. 1, p. 32-40, 2019.

RAMEZANIAN, A.; AZADI, M.; MOSTOWIZADEH-GHALAMFARSA, R.;
SAHARKHIZ, M. J. Effect of Zataria multiflora Biossand Thymus vulgaris L. essential
oils on black rot of Washington navel orange fruit. Postharvest Biology and
Technology, Shiraz, Iran, v. 112, p. 152-158, 2016.

RAMOS, K.; ANDREANI JUNIOR, R.; KOZUSNY-ANDREANI, D. I. Oleos essenciais e
vegetais no controle in vitro de Colletotrichum gloeosporioides. Revista Brasileira de plantas
medicinais, Campinas, v. 18, n. 2, p. 605-612, 2016.

RODRIGUES, J. C. V.; CHILDERS, C. C. Oleos no manejo de pragas e doengas em Ccitros.
Laranja, Cordeiropolis, v. 23, n. 1, p. 77-100, 2002.



57

SANTOS, A. P. A et al. Efeito leishmanicida in vitro do latex de Croton lechleri
(Euphorbiaceae). Revista de Ciéncias farmacéuticas Basica e Aplicada, Porto Velho, Brasil.,
n. 36, v. 3, p. 413-418, 2015.

SERRANO, M. D. et al. The use of the natural antifungal compounds imp roves the beneficial
effect of MAP in sweet cherry storage, Innovative Food Science and Emerging
Technologies, Alicante, Spain, v. 6, p. 115-123, 2005.

SILVA, J. L.; TEIXEIRA, R. N. V.; SANTOS, D. I. P.; PESSOA, J. O. Atividade
antifungica de extratos vegetais sobre o crescimento in vitro de fitopatdgenos. Revista
Verde, Dourados, Brasil v. 7, n. 1, p. 18-23, 2012.

SOUSA, R. M. S; SERRA, I. M. R. S; MELO, T. A. Efeito de 6leos essenciais como alternativa
no controle de Colletotrichum gloeosporioides, em pimenta. Summa Phytopathologica, Sdo
Luis, Brasil, v. 38, n. 1, p. 42-47, 2012.

SHARMA, S.; RAO, T. V. R. Responses of fresh-cut products of four mango cultivars under
two different storage conditions. J. Food Sci. Technol., Gujarat, India, v. 54, p. 1689-1702,
2017.

VILAPLANA, R.; PAZMINO, L.; VALENCIA-CHAMORRO, S. Control of anthracnose,
caused by Colletotrichum musae, on postharvest organic banana by thyme oil. Postharvest
Biology and Technology, Quito, Ecuador, v. 138, p. 56-63, 2018.

WILSON, C. L.; SOLAR, J. M.; EL GHAOUTH, A.; WISNIEWSKI, M. E. Rapid evaluation
of plant extracts and essential oils for antifungal activity against Botrytis cinerea. Plant Dis.,
St. Paul, USA, v. 81, p. 204-210, 1997.

ZHANG, H. et al. Augmentation of biocontrol agents with physical methods against postharvest
diseases of fruits and vegetables. Trends Food Sci. Technol., Jiangsu, China, v. 69, p. 36-45,
2017.



