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QUITOSANA E OLEOS ESSENCIAIS NO CONTROLE DE ANTRACNOSE E NA
QUALIDADE POS-COLHEITA DE ABACATES

RESUMO - O objetivo do trabalho foi avaliar produtos alternativos,
considerados naturais, como a quitosana e 6leos essenciais, no controle pos-colheita
da antracnose em abacates ‘Breda’ e ‘Hass’. Foram extraidos dez 0leos essenciais de
plantas e avaliados, inicialmente, quanto ao potencial antifangico contra o
Colletotrichum gloeosporioides in vitro. Dentre os Oleos testados, os de Thymus
vulgaris, Lippia sidoides e Cymbopogon citratus foram selecionados pelos seus
destacados efeitos inibitorios. Na etapa in vitro foram realizados quatro experimentos,
em que foram testados concentracdes de quitosana e o0s Oleos, utilizando seis
repeticbes por tratamento. Na etapa in vivo, foram realizados cinco experimentos em
gue abacates ‘Breda’ e ‘Hass’ foram imersos, por 1 minuto, em concentragbes de
quitosana, e abacates ‘Hass’ imersos em trés concentracdes de cada 6leo essencial
associado a cera comercial. Apos a secagem e formacao dos revestimentos, os frutos
foram armazenados a 22+ 2 °C e 65+ 5% UR por 7 dias, para os abacates ‘Breda’, e a
12+ 2 °C e 80+ 5% UR por 14 dias, e por mais 3 dias em temperatura de 22+ 2 °C e 65+
5% UR, para o ‘Hass’. Para a analise de variancia dos dados, foi conduzido o teste F, e
as médias foram comparadas pelo teste de Tukey (P<0,05). O uso de quitosana a partir
da concentracéo de 1,0% inibe o crescimento micelial e a germinagéo de conidios de C.
gloeosporioides in vitro, e quando aplicada em abacates ‘Breda’ a 1,0%, e em abacates
‘Hass’ a 2,0%, é eficiente na redugao dos sintomas e da incidéncia da antracnose nos
frutos, e na manutencdo da qualidade dos mesmos. Os 6leos de tomilho (T. vulgaris) e
de alecrim-pimenta (L. sidoides), nas concentracdes a partir de 200 pL L™, inibiem o
crescimento micelial e a germinagao conidial de C. gloeosporioides, enquanto que as
concentracdes de 500 e 1000 pL L™ dos 6leos associados & cera de carnatiba sdo mais
efetivas na reducdo dos sintomas da antracnose, e na manutencdo da qualidade dos
abacates ‘Hass’.

Palavras-chaves: controle alternativo, doencas de pdés-colheita, Persea americana,
produtos naturais
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CHITOSAN AND ESSENTIAL OILS IN ANTHRACNOSE CONTROL AND QUALITY
OF AVOCADO POSTHARVEST

ABSTRACT - This study aimed at evaluating alternative natural products, such
as chitosan and essential oils, to control anthracnose in postharvest of 'Breda’ and
'Hass' avocados. Ten plant-extracted essential oils were assessed regarding their initial
antifungal potential against Colletotrichum gloeosporioides in vitro. Thymus vulgaris,
Lippia sidoides and Cymbopogon citratus were selected among the oils for their
outstanding inhibitory effects. Four experiments were performed in an in vitro stage, in
which concentrations of chitosan and oils were tested in six replicates for each
treatment. Then, five experiments were set in an in vivo stage, where in 'Breda’ and
'Hass' avocados were immersed in different chitosan concentrations for 1 minute, as
well as 'Hass' avocados were dipped in three concentrations of each essential oil
associated with commercial wax. After drying and covering, 'Breda’ avocados were
stored at 22+ 2 °C under 65+ 5% RH for 7 days; and 'Hass' fruit were kept at 12+ 2 ° C
and 80 + 5% RH for 14 days, then for more 3 days at 22 + 2 °C and 65+ 5%. Data
underwent F test for variance analysis and means were compared by Tukey test
(P=<0.05). Chitosan from 1.0% inhibits C. gloeosporioides mycelial growth and spore
germination. The use of 1.0% chitosan in 'Breda’ variety and at 2.0% in 'Hass' fruit, is
effective in reducing of symptoms and incidence of anthracnose in the fruit, and also
maintenance of quality. The thymol (T. vulgaris) and rosemary pepper (L. sidoides) oils
from 200 pL L™, inhibit mycelial growth, while concentrations of 500 and 1000 pL L™ of
oils with carnauba wax are more effective in reducing of symptoms of anthracnose, and
by maintaining fruit quality of 'Hass' avocados.

Keywords: alternative control, diseases of postharvest, natural products, Persea
americana



1. INTRODUCAO

Nos ultimos anos tem ocorrido aumento na demanda por frutas e hortalicas
frescas, devido as mudancas nos habitos alimentares dos consumidores que estdo
mais preocupados em manter uma alimentacédo saudavel. Neste contexto, destaca-se o
abacate que possui boas qualidades nutricionais, uma vez que € rico em lipidios
insaturados, vitaminas e fibras (OLIVEIRA et al.,, 2000; FRANCISCO; BAPTISTELLA,
2005; NIETO-ANGEL et al., 2006).

Dentre as variedades de abacates mais consumidas no Brasil cita-se a Breda,
gque apresenta boa resisténcia ao manuseio, apresentando bom potencial de
comercializacdo (OLIVEIRA et al., 2013). Enquanto que a variedade Hass é muito
valorizada no mercado, provavelmente devido a reducdo do numero de pessoas por
familia, com consequente demanda por alimentos em menores propor¢des, evitando
assim, o desperdicio (DAIUTO et al., 2010).

O Brasil esta entre os oito maiores produtores mundiais de abacate (FAO, 2015),
mas encontra dificuldades na sua exportacédo devido a problemas como danos por frio,
falta de uniformidade na maturacdo, escurecimento de polpa e doencas como a
antracnose (NIETO-ANGEL et al., 2006).

As doencas em vegetais representam significativas perdas econdmicas,
principalmente na etapa de comercializagdo dos frutos, sendo as doencas fungicas as
mais importantes (PRUSKY, 2011). Dentre essas doencas, destaca-se a antracnose
causada por Colletotrichum gloeosporioides, considerada uma das mais importantes
doencas de frutos tropicais e que ocorre em todos os paises produtores de abacate
(PEGG et al., 2002; AVILA-QUEZADA; ROJAS; TELIZ, 2007).

O controle quimico da antracnose em frutos €, geralmente, o método mais
utilizado, entretanto, com o desenvolvimento de patdgenos resistentes a fungicidas e o
aumento da preocupacao pelos consumidores com a saude e com 0 meio ambiente, a
tendéncia é a reducdo no uso de agrotoxicos associada ao desenvolvimento de

métodos alternativos de controle de doengas (YOUSSEF et al., 2012).



Dentre os métodos de controle de doengas em vegetais, cita-se o uso de
produtos naturais como alternativas de controle, com destague para a quitosana, um
produto natural que tem sido utilizada como peliculas ou revestimentos comestiveis,
atuando também na reducdo da deterioracdo microbiana, revelando-se como um
produto em potencial na protecdo de plantas contra patogenos (BAUTISTA-BANOS et
al., 2006; XING et al., 2011).

Estudos com Oleos essenciais (OE) que apresentam atividade antimicrobiana
também tém ganhado importancia no meio cientifico, por considerar esses produtos
uma alternativa natural aos agrotéxicos (KOUASSIA; BAJJI; JIJAKLI, 2012;
SELLAMUTHU et al., 2013). Portanto, o uso destes produtos no controle pds-colheita
de doencas em vegetais representa uma alternativa aos defensivos no controle de
microrganismos patogénicos, resultando em aplicacdes de produtos naturais, seguros e
ecologicamente corretos.

O objetivo do presente trabalho foi avaliar produtos alternativos, considerados
naturais, no controle de antracnose e na qualidade pés-colheita de abacates ‘Breda’ e

‘Hass’.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. O ABACATE

O Brasil destaca-se no cenario mundial como um dos maiores paises produtores
de frutas tropicais, devido, sobretudo, as extensas areas com condi¢cdes de clima
favoravel. Neste contexto, cita-se a producéo de abacate, com quase 160 mil toneladas
produzidas em 2013 (FAO, 2015). O Estado de Sdo Paulo é o maior produtor de
abacates do Brasil, com 52% do total de frutos produzidos no pais em 2012
(AGRIANUAL, 2015).

O abacateiro € originario do México e América Central, pertence a familia
Lauraceae, género Persea. Cultivares de abacates sdo, em geral, hibridos entre as
espécies ou racas: Mexicana (Persea americana var. drymifolia), Antilhana (P.
americana var. americana) e Guatemalteca (P. nubigena var. guatemalensis)
(DONADIO, 1995).

O abacate € uma fruta que apresenta elevado valor nutritivo, conteudo de fibras,
proteinas, sais minerais e vitaminas, principalmente A e B (OLIVEIRA et al., 2000;
FRANCISCO; BAPTISTELLA, 2005; NIETO-ANGEL et al., 2006). Possui também
significativa quantidade de acidos graxos monoinsaturados que apresentam potencial
benéfico para a salde, como na prevencdo de doencgas cardiovasculares (FULGONI;
DREHER; DAVENPORT, 2013).

Dentre as variedades de abacates que sdo mais consumidas no Brasil, cita-se a
Breda, que atende as caracteristicas do habito alimentar do consumidor brasileiro que
utilizam esta fruta principalmente para o preparo de pratos doces (DAIUTO; VIEITES,
2008). Abacates ‘Breda’ apresentam bom potencial de comercializacdo por ser mais
resistente ao manuseio (OLIVEIRA et al., 2003). Os frutos desta variedade apresentam
formato eliptico, coloracéo de casca verde e de polpa amarelada, casca de textura lisa
e de espessura fina (HORTIESCOLHA, 2015).

Os frutos da variedade Hass apresentam casca grossa, rugosa, de coloracéo

verde, chegando ao violaceo escuro, quando amadurecidos, pesam 180-300 g,
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possuem polpa sem fibras e sdo muito valorizados comercialmente, sendo exportados
com selo de certificacdo (DONADIO, 1992; DAIUTO et al., 2009). De acordo com Daiuto
et al. (2014) esta variedade tem sido muito reconhecida devido ao seu valor comercial e
nutricional, sendo muito estudada quanto a preservacdo de suas caracteristicas de
gualidade, agregacao de valor e novas formas de consumo.

O estadio de maturacdo em que os frutos sdo colhidos esta relacionado com a
gualidade do mesmo, estes deverdo ser colhidos fisiologicamente maturos, ou seja,
antes de completar o amadurecimento. Se colhidos verdes, apresentardo qualidade
inferior e alto indice de perda de agua, além de apresentarem maior sucetibilidade as
desordens fisiologicas, no entanto, se colhidos muito amadurecidos, rapidamente
entram em senescéncia (MANICA et al., 2000).

O abacate € climatérico, cujo amadurecimento ocorre poucos dias apds a
colheita, ocasionando transformacdes nos frutos que se refletem em mudancas nas
suas caracteristicas, tais como, textura, cor, sabor, aroma, teor de sélidos solluveis
totais, acucares totais, acidez titulavel, pH, atividade respiratéria, producéo de etileno e
outras variaveis, que sao indicativas do processo de amadurecimento e posterior
senescéncia. O fruto apresenta grande sensibilidade térmica, sendo a temperatura ideal
de amadurecimento em torno de 20°C (LIMA, 2002; CHITARRA; CHITARRA, 2005). De
acordo com Gayet et al. (1995) o abacate requer no maximo 10 dias a partir da colheita
para atingir seu total amadurecimento, guando mantido a temperatura ambiente.

Durante o processo de amadurecimento, os frutos geralmente tornam-se mais
suscetiveis a invasdo por patdgenos, devido, principalmente, ao decréscimo de
componentes fendlicos e ao aumento da predisposicdo as injlirias mecéanicas, em
decorréncia do amolecimento dos frutos (COURSEY, 1983; PALAZON; PALAZON,
2000; CHITARRA; CHITARRA, 2005). Dentre os problemas que ocorrem na poés-
colheite do abacate, destacam-se as doencas fungicas como a antracnose, causada por
Colletotrichum gloeosporioides considerada uma das mais importantes doencas de
frutos tropicais e que ocorre em todos os paises produtores de abacate (PEGG et al.,
2002; AVILA-QUEZADA, et al., 2007).



2.2. ANTRACNOSE

O fungo Colletotrichum gloeosporioides (Penz) € um dos mais importantes
causadores de doencas nas regifes tropicais e subtropicais do mundo, causando a
antracnose em flores, frutos, caules e folhas em diversas frutiferas como abacate,
manga, mamao, goiaba, banana, na pré e na pos-colheita (NIETO-ANGEL et al., 2006).

A doenca apresenta um ciclo que envolve desde a deposi¢cdo do conidio do
fungo na superficie da planta, a formacdo do apressorio e penetracdo nas células
epidérmicas do hospedeiro, dando origem aos conidios (JEFFRIES et al., 1990;
PERFECT et al., 1999; PRUSKY; FREEMAN; DICKAM, 2000; PEGG et al., 2002;
MORAES, 2009).

A penetracdo do patdogeno no vegetal pode ocorrer de forma direta no
hospedeiro, mas também por penetracdo por ferimento ou por aberturas naturais
presentes no fruto. Nos frutos verdes os apressorios permanecem quiescentes e
apenas apo0s a colheita e o amadurecimento dos abacates, o processo de infeccao
continua, ocorrendo o desenvolvimento dos sintomas da antracnose (BINYAMINI;
SCHIFFMANN-NADEL, 1972). Sendo assim, os prejuizos devido a doenca podem ser
ainda maiores, uma vez que 0s sintomas podem aparecer somente apds o transporte,
beneficiamento e armazenamento, quando os abacates possuem maior valor agregado.

Os sintomas da doenca nos abacates caracterizam-se por lesdes arredondadas,
grandes, necroéticas, com o centro dos tecidos deprimidos, onde sdo produzidas massas
de conidios de coloracdo alaranjada (BAILEY et al., 1992), podendo ocorrer uma
podriddo mole nos frutos, prejudicando a sua comercializagédo (LIMA FILHO; OLIVEIRA;
MENEZES, 2003). Com a evolugao das lesdes ocorre a necrose da casca dos frutos,
atingindo sua polpa, tornando-a escurecida. Na presenca de alta umidade, forma-se
uma massa mucilaginosa de coloracdo salmédo contendo os conidios, no centro das
lesdes, em acérvulo (PEGG et al., 2002).

O controle quimico da antracnose geralmente é feito com a utilizacdo de
fungicidas em pré-colheita, aplicados de duas a trés vezes no pomar no periodo entre o
florescimento e a frutificacdo. Na etapa de pos-colheita, apenas o fungicida tiabendazol

€ registrado para a utilizacdo em abacates, desde que seja respeitado o periodo de
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caréncia do produto (PICCININ; PASCHOALATI; DI PIERO, 2005). As perdas na p0s-
colheita de vegetais devido a antracnose podem aumentar em até 80% se ndo forem
adotadas medidas de controle da doenca (BOSSE; BOWER; BERTLING, 2013).

No entanto, ha uma crescente demanda pelos consumidores por alimentos
seguros, livres de residuos de agrotoxicos. Além disso, o mercado valoriza cada vez
mais 0 aspecto qualitativo e a preocupacdo com o meio ambiente na producéo de
alimentos. Outro aspecto importante no uso desses produtos no controle de doencas é
o desenvolvimento de patdgenos resistentes a fungicidas sintéticos. Sendo assim, ha
uma necessidade de estratégias de controle de doencas flngicas, visando a
substituicdo ou reducéo de fungicidas (SIVAKUMAR; BAUTISTA-BANOS, 2014).

2.3. QUITOSANA

A quitosana é um polissacarideo de alta massa molecular, solivel em acidos
organicos, é comestivel e segura para os seres humanos (BAUTISTA-BANOS et al.,
2006), além de oferecer um promissor e versatil polimero biodegradavel para
embalagens de alimentos (DUTTA et al., 2007). Este produto natural € obtido a partir da
desacetilagdo da quitina, que é o maior constituinte de exoesqueletos de crustaceos e
de outros animais marinhos (GOOSEN, 1997).

A quitosana tem se mostrado efetiva para o controle de doencas devido a
capacidade para formar recobrimentos protetores, similares as ceras empregadas no
revestimento de frutas e, assim, atuar na regulacdo das trocas de gases e de umidade
entre o produto e o ambiente, além da possibilidade de induzir respostas de resisténcia
nos tecidos vegetais (EL GHAOUTH et al., 1992). Estes efeitos tém sido atribuidos a
sua atividade direta antifingica, ao efeito da modificacdo atmosférica e/ou a inducéo na
pés-colheita de respostas de resisténcias em tecidos vegetais (TERRY; JOYCE, 2003).
Porém, para conseguir o efeito desejado, devem ser considerados alguns fatores como
0 peso molecular da quitosana, sua concentracdo, 0 modo de aplicacdo, além das

caracteristicas do proprio vegetal como respiracéo, formato, espessura da casca, assim
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como as condi¢des de armazenamento dos frutos (VELAZQUEZ-DEL VALLE et al.,
2012).

Tratamentos com quitosana tém sido utilizados para retardar o amadurecimento
e prolongar a vida de prateleira em manga (SOUZA et al., 2011) e limitar a degradacao
por fungos em muitas commodities, incluindo uva ‘ltalia’ (CAMILI et al., 2007) e
morango (ROMANAZZI, et al., 2013).

O uso de quitosana em tomate infectados com Botrytis cinerea resultou no
controle da doenca, sugerindo a acao antimicrobiana da quitosana sobre o patdgeno e
como elicitora por meio de estimulos a defesas bioquimicas na fruta (BADAWY;
RABEA, 2009).

Bananas infectadas com Colletotrichum musae, Fusarium spp. e Lasiodiplodia
theobromae, fungos responsaveis pela podriddo da coroa em bananeira, foram tratadas
com quitosana e apresentaram atraso no amadurecimento e na severidade da doenga
(WIN et al., 2007).

O uso da quitosana, quando aplicada na superficie de morangos, resultou no
controle dos fungos Botrytis cinerea, Rhizopus stolonifer e Penicillium spp, responsaveis
pelas doencas mofo cinzento, podriddo mole e mofo azul, respectivamente
(ROMANAZZI et al., 2013).

A quitosana também tem apresentado efeito sobre patégenos de pds-colheita
guando aplicada em associacdo a outros produtos naturais como cera de abelha e 6leo
essencial de limdo, os quais apresentaram efeito contra os patégenos Rhizopus
stolonifer e Escherichia coli, em tomates (RAMOS-GARCIA et al., 2012). Assim como
quando enriquecida com 6leo essencial de canela aplicada em pimenta doce, os quais
contribuiram para a reducéo da incidéncia de podridao nos frutos, de 35,0% nos frutos
do controle para valores abaixo de 5,0% nos frutos tratados, e ao final do periodo de
armazenamento, as amostras tratadas mantiveram boa aceitabilidade sensorial (XING
et al., 2011).

Em pesquisa com mangas da variedade Kent inoculadas com C. gloeosporioides,
tratadas com produtos naturais como o propolis e a quitosana, os resultados sugeriram

gue esses produtos podem ser usados como tratamento para controlar a antracnose,
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mantendo a qualidade dos frutos. O desempenho da quitosana no controle da doenca
foi superior ao desempenho do prépolis (MATTIUZ et al., 2015).

2.4. OLEOS ESSENCIAIS

O uso de produtos naturais como os 0leos essenciais (OE), tém se mostrado
uma escolha eficiente no controle de doengas fungicas em frutos por apresentarem
efeitos antimicrobianos e por serem consideradas alternativas naturais aos fungicidas
sintéticos (COMBRINCK; REGNIER; KAMATOU, 2011; KOUASSIA; BAJJI; JIJAKLI,
2012).

Os dleos voléateis sdo definidos pela International Standard Organization (ISO)
como produtos obtidos de partes de plantas através de destilacdo por arraste de vapor
d’agua ou por prensagem de pericarpos de frutos citricos. Sdo misturas complexas de
substancias volateis, lipofilicas, geralmente odoriferas e liquidas, de aparéncia oleosa
em temperatura ambiente, de aroma agradavel e intenso, e sdo solUveis em solventes
organicos apolares como éter, porém em agua apresentam solubilidade limitada, ndo
sdo muito estaveis, na presenca de ar, luz, calor, umidade e metais. A principal
caracteristica € a volatilidade que os difere dos 6éleos fixos (mistura de substancias
lipidicas), obtidos geralmente de sementes (SIMOES; SPITZER, 2000).

Os produtos naturais podem apresentar efeito antimicrobiano, atuando
diretamente contra os fitopatdgenos na inibicdo do crescimento micelial, na producéo e
na germinacdo de esporos ou na multiplicacdo de bactérias, e também atuar como
indutores de resisténcia, capazes de induzir ou ativar mecanismos de defesa de plantas
por conterem moléculas bioativas (STADNIK; TALAMINI, 2004).

A aplicacdo de vapor de 6leo de tomilho (Thymus vulgaris L.) sugeriu que este Oleo
essencial pode ser usado como uma alternativa natural de fungicida para o controle dos
fungos C. gloeosporioides e Lasiodiplodia theobromae, responsaveis pelas doencas
pos-colheita mais comuns em abacates (SELLAMUTHU; SIVAKUMAR; SOUNDY,
2013). O efeito do 6leo de tomilho também foi comprovado em outro trabalho com
abacates ‘Furte’ e ‘Hass’ feridos artificialmente e inoculados com C. gloeosporioides, 0s

guais foram tratados com o 6leo, aplicado por vaporizagcado na concentracéo de 66,7 L
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L™, que resultou na reducdo da antracnose nos frutos de 100% (frutos do controle) para
8,3% ap0s quatro dias (SELLAMUTHU et al., 2013).

Misturas de O.E. de espécies de plantas de alecrim -pimenta (Lippia sidoides),
horteld-do-brasil (Mentha arvensis), manjericdo (Ocimum gratissimum), e o 6leo de soja
(Glycine max), foram utilizados no tratamento poés-colheita do pedunculo do meldo
‘Orange Flesh’ inoculados com Fusarium sp., obtendo os melhores resultados no
tratamento preventivo com a concentracdo de 20 ml L e no tratamento curativo na
concentracéo de 40 ml L™* (GADELHA et al., 2003).

Os OE de plantas das espécies Cymbopogon citratus e Eucalyptus citriodora a
1%, apresentaram efeito no controle de C. gloeosporioides em maméao (CARNELOSSI
et al., 2009).

O OE da planta alecrim-do-campo (Baccharis dracunculifolia) demonstrou o
potencial inibitério no crescimento micelial do fungo C. gloeosporioides coletado em
frutos de mamoeiro evidenciando que tal planta apresenta composto fungitoxico
(BONETT et al., 2010). Assim como o Oleo essencial de eucalipto-comum (Eucalyptus
globulus), também apresentou acao antimicrobiana no controle in vitro de Penicillium
sp., responsavel pela principal doenca pdés-colheita em citros (PIATI; SCHNEIDER,;
NOZAKI, 2011).

Outro efeito da aplicacdo dos OE nos frutos parece estar relacionado com o
desencadeamento de respostas de defesas bioquimicas no fruto relacionado a inducao
da atividade de enzimas como quitinase, 1,3-glucanase, peroxidase e fenilalanina
amonia-liase (SELLAMUTHU; SIVAKUMAR; SOUNDY, 2013).

A associacdo de OE com revestimentos a base de cera tem demonstrado efeito
no controle de patégenos em manga (CRUZ et al., 2012), citros (KOUASSIA; BAJJI;
JIJAKLI, 2012), nectarinas e ameixas (GONCALVES et al.,, 2006) e abacates
(REGNIER et al., 2010).

A combinacéo de tecnologias, como o0 uso de coberturas em frutos e a aplicacéo
de OE, tem mostrado resultados no controle de doencas na pos-colheita de vegetais,
assim como na manutencdo da qualidade dos frutos. Os OE podem causar danos a

membrana citoplasmatica dos microrganismos, por atravessar sua parede celular e a
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membrana citoplasmatica, afetando suas estruturas e tornando-a mais permeavel
(BAKKALI et al., 2008). E a vantagem do uso de revestimentos esta no aumento da vida
atil de vegetais por proporcionar diminuicdo da respiracdo, da perda de agua por
transpiracdo, e consequentemente da perda de massa pelos frutos, devido a barreira
semipermeavel formada ao redor do vegetal, dificultando a difusdo dos gases (ALl et
al., 2011).

Diante deste contexto, torna-se importante o desenvolvimento de pesquisas que
busquem tratamentos alternativos eficientes na reducdo de perdas, causadas por
patdgenos responsaveis pelas doencas em frutos na pds-colheita, em substituicdo ao

uso de agrotoéxicos.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. MATERIAL VEGETAL

Abacates ‘Breda’ provenientes do municipio de Sdo Sebastido do Paraiso-MG
(20°55°02”S e 46°59°03"W), e abacates ‘Hass’ provenientes de produtores comerciais
da regido de Bauru-SP (22°18'53"S e 49°03'38"W) foram colhidos no estadio de
maturacao fisiologico. Em seguida, foram transportados ao Laboratério de Pds-colheita
da FCAV-UNESP, Campus de Jaboticabal, lavados com detergente neutro, enxaguados
em agua corrente e sanitizados em solucdo de Sumaveg® (Dicloroisocianurato de
Sédio Dihidratado, Teor de Cloro Ativo = 3% minimo) a 200 mg L™ de cloro livre, por 5
minutos. Depois de secos ao ambiente foram selecionados, de acordo com a coloracéo,
tamanho e auséncia de defeitos e de sintomas de doencas, e separados em lotes,
correspondentes aos tratamentos.

Na tabela 1, encontra-se a caracterizacao inicial do abacate ‘Breda’ verde.

Tabela 1. Caracterizagcdo do abacate ‘Breda’ verde (dia 0).

Determinagdes Fruto verde
Peso (g) 479,6+49,5
Acidez titulavel (g &c. citrico 100g™) 0,235%0,021
Soélidos soluveis (°Brix) 8,68+0,4
Luminosidade da casca 53,37+1,56
Angulo Hue da casca 115,36+2,80
Cromaticidade da casca 36,14+3,69
Luminosidade da polpa 79,23+1,46
Angulo Hue da polpa 100,45+0,81
Cromaticidade da polpa 39,52+0,65

Na tabela 2, encontra-se a caracterizagéo inicial do abacate ‘Hass’ verde. Esses
valores representam a media dos dados obtidos nos frutos, em todos os experimentos

que utilizaram essa variedade.



12

Tabela 2. Caracterizagcdo do abacate ‘Hass’ verde (dia 0).

Determinagdes Fruto verde
Peso (g) 219,98+37,5
Acidez titulavel (g &c. citrico 100g™) 0,223+0,103
Solidos soluveis (°Brix) 7,28+4,3
Luminosidade da casca 34,9815,28
Angulo Hue da casca 121,84+11,15
Cromaticidade da casca 19,98+6,46
Luminosidade da polpa 80,56+0,60
Angulo Hue da polpa 100,61+2,09
Cromaticidade da polpa 44,64+7,36

3.2. OBTENGAO DO PATOGENO

O fungo Colletotrichum gloeosporioides foi isolado de abacates ‘Hass’ e ‘Breda’
naturalmente infectados, e mantidos a temperatura de 27+1 °C. A suspensdo de
conidios foi obtida pela raspagem superficial das colénias em presenca de agua
destilada e esterilizada, e Tween a 0,01%, e apds, foi feita a filtragem em gaze,
obtendo-se, por meio de contagem em hemocitdmetro, uma suspensao conidial do

patégeno na concentracdo de 2x10° conidios mL™.

3.3. EXTRAGAO E AVALIAGAO INICIAL DO POTENCIAL ANTIFUNGICO DOS OLEOS ESSENCIAIS
Nessa etapa da pesquisa, a qual foi realizada na Universidade de S&o Paulo,
Escola Superior de Agricultura Luiz de Queiroz, no Departamento de Ciéncia e
Tecnologia Agroindustrial, foram extraidos 10 6leos essenciais de plantas, selecionados

pelos seus compostos majoritarios (Tabela 3).
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Tabela 3. Nomes comuns e espécies de 6leos selecionados a partir do composto

majoritario .
Nome comum Espécie Composto Majoritario
Alecrim-pimenta Lippia sidoides Timol
Tomilho Thymus vulgaris Timol
Capim-liméo Cymbopogon citratus Citral
Erva-cidreira Lippia alba Citral
Eucalipto- staigeriana Eucalyptus staigeriana Citral
Citronela Cymbopogon winterianus Citronellal
Eucalipto-cidro Corymbia citriodora Citronellal
Eucalipto-comum Eucalyptus globulus 1,8 Cineol
Eucalipto-Nitens Eucalyptus nitens 1,8 Cineol
Alecrim-do-campo Baccharis dracunculifolia Nerolidol

A extracdo dos 6leos essenciais foi realizada por hidrodestilacdo adicionando-se
400 gramas de folhas e 4 litros de agua destilada a um baldo volumétrico de 5 litros. O
baldo foi aquecido por uma manta aquecedora e a hidrodestilacdo mantida por 3 horas
a partir do inicio de fervura da agua. O equipamento utilizado para extracdo do 6leo
consiste em um destilador tipo Clevenger, um baldo volumétrico de 5 litros, manta de
aguecimento, dean e condensador.

O potencial antifungico dos 6leos essenciais obtidos foi determinado pelo método
de avaliacdo da concentracdo inibitéria minima, que tem por objetivo verificar a
concentracdo minima de cada extrato para inibir o desenvolvimento da espécie fungica
avaliada.

A técnica utilizada foi a da microdiluicdo em caldo (HADACEK; GREGER, 2000).
Nesta técnica, diferentes concentracdes de cada extrato (0,2 a 200 pg mL™) foram
colocadas em micropocos contendo o caldo extrato de malte 4% (50 pL) esterilizado,
seguido da deposicdo de suspensdo contendo 50 pL (10* conidios mL™). As placas
contendo os micropogos foram incubadas no escuro a 25 °C por 18h. Os tratamentos
foram realizados em triplicata. Depois de decorrido o tempo de incubagéo, o tamanho
da colénia foi mensurado através da técnica da producdo da esterase, resultante da

converséo do diacetato de fluoresceina a fluoresceina (CHAND et al., 1994). A leitura
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da fluorescéncia foi realizada conforme técnica preconizada por Hadacek e Greger
(2000).

A percentagem de inibicdo do crescimento comparada a testemunha foi
determinada segundo a férmula:

(leitura da amostra — leitura do branco) X 100

(leitura da testemunha — leitura do branco)

Dentre os Oleos testados, os 6leos de T. vulgaris, L. sidoides e C. citratus foram

selecionados pelos seus destacados efeitos inibitérios.

3.4. AVALIACAO QUIMICA DOS OLEOS ESSENCIAIS

A caracterizacdo dos Oleos essenciais selecionados, também foi feito na
Universidade de Sao Paulo, Escola Superior de Agricultura Luiz de Queiroz, no
Departamento de Ciéncia e Tecnologia Agroindustrial, a qual foi realizada por
cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas, utilizando um
equipamento CGMS2010 (SHIMADZU), equipado com detector de massas QP2010
Plus (SHIMADZU) e coluna cromatografica capilar Difenil Dimetil polissiloxano (5%
diphenyl e 95% dimethyl polysiloxane), Rxi-5ms (30 m x 0,25 mm x 0,25 ym). A
programac&o de temperatura para o forno foi: 50°C por 1,5 min, elevada a 4°C min™ até
200°C, e entdo elevada a 10°C/min até 240°C, permanecendo nesta temperatura por 7
min. A temperatura do injetor foi de 240°C e 220°C para fonte de ions e interface. A
injecao foi realizada no modo “Split”, o volume de amostra injetado foi de 1 uL para
oleos. A razao do “Split” foi de 1:20. O gas Hélio foi utilizado como gés de arraste a uma
vazdo de 1,2 mL min™. O detector de massas foi configurado no modo scan, com faixa
de varredura de 40 a 500 m z.

Os picos cromatograficos foram identificados através da comparacdo entre o
indice de Kovats (IK) calculado e o observado na literatura (ADAMS, 2007) e também
por comparacdo do espectro de massa observado com o existente no cromatografo
(NISTO5s, NIST107 e WILEYS).

Uma solucéo padréo contendo os alcanos (C7 a C30) foi injetada no mesmo

momento das injecdes dos Oleos. Foram considerados identificados 0s picos
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cromatograficos que apresentaram um espectro de massa idéntico aos da biblioteca
existente no cromatografo (NISTO5s, NIST107 e WILEY8) e que apresentem um indice
de Kovats igual ou dentro de uma faixa de tolerancia de £ 10 unidades ao observado na
literatura (ADAMS, 2007).

3.5. ATIVIDADE ANTIFUNGICA DOS PRODUTOS NATURAIS NO CONTROLE DE COLLETOTRICHUM
GLOEOSPORIOIDES IN VITRO

Como produtos naturais foram utilizados os 3 6leos essenciais (T. vulgaris, L.
sidoides e C. citratus), selecionados na avaliacao inicial do potencial antifingico, e a
quitosana com baixo peso molecular e grau de desacetilagédo de 75-85% (Sigma-Aldrich
Co. 5LBG1673V). As concentracfes da quitosana foram obtidas por meio da diluicdo do
produto em agua destilada com adicdo de acido acético a 1,0% do volume e o pH
corrigido para 5,6 com NaOH 0,1M, de acordo com o descrito por Jiang e Li (2001).

Os produtos naturais foram incorporados em meio de cultura BDA (batata,
dextrose e agar) autoclavado, nas diferentes concentracfes. Para a quitosana, as
solucbes foram obtidas misturando-se parte do produto dissolvido com o meio de
cultura BDA de modo a obter no final a concentracdo desejada. No caso dos 6leos
essenciais, estes foram dissolvidos em Tween 80 a 0,01%, antes da incorporacdo ao
meio (XING et al.,, 2011). Em seguida, os meios foram vertidos sob condigdes
assépticas (camera de fluxo laminar), em placas esterilizadas de 9 cm de diametro.
Apds a solidificacdo do meio, foram transferidos colonias de 5 mm de diametro,
retirados da borda das culturas, para o centro de placas contendo meio BDA. As placas
foram mantidas a 27+1 °C e fotoperiodo de 12h.

3.5.1. Experimento in vitro utilizando a quitosana
No experimento com quitosana, em BDA, utilizou-se as concentragdes de O;
0,25; 0,5; 1,0; 1,5 e 2,0%. O experimento foi conduzido em delineamento experimental
inteiramente casualizado, composto por seis tratamentos (5 concentragbes da

quitosana + testemunha), com 6 repeticdes.
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3.5.2. Experimentos in vitro utilizando os 6leos essenciais

Para o 6leo essencial de tomilho (Thymus vulgaris), em BDA, utilizou-se as
concentracdes de 0; 10; 50; 100; 200; 500 e 1000 pL L™ de 6leo. O experimento foi
conduzido em delineamento experimental inteiramente casualizado, composto por 7
tratamentos (6 concentragdes do Oleo + testemunha), com 6 repetices.

Para o Oleo essencial de alecrim-pimenta (Lippia sidoides), em BDA, utilizou-se
as concentracdes de 0; 100; 200; 400; 500 e 1000 pL L™ de 6leo. O experimento foi
conduzido em delineamento experimental inteiramente casualizado, composto por 6
tratamentos (5 concentragdes do Oleo + testemunha), com 6 repeticoes.

Para o Oleo essencial de capim-limdo (C. citratrus), em BDA, utilizou-se as
concentracdes de 0; 50; 100; 200; 500; 1000 e 2000 pL L™ de 6leo. O experimento foi
conduzido em delineamento experimental inteiramente casualizado, composto por 7

tratamentos (6 concentracdes do Oleo + testemunha), com 6 repeticdes.

3.6. INOCULAGAO DE COLLETOTRICHUM GLOEOSPORIODES E AVALIAGAO DOS PRODUTOS
NATURAIS NO CONTROLE DA DOENCA E QUALIDADE DOS FRUTOS

3.6.1. Experimento utilizando a quitosana em abacate ‘Breda’ inoculado com
Colletotrichum gloeosporioides
Os frutos foram feridos (2 mm de profundidade e 6 mm de diametro) e
inoculados, em dois pontos opostos na regidao equatorial, com 25 pL da suspensao
conidial de C. gloeosporioides (2x10° conidios mL™), e armazenados por 10 h a 22 °C,
para estabelecimento do fungo. Em seguida, os frutos foram imersos por 1 minuto em
solucéo de quitosana nas concentracdes de 0; 0,25; 0,50; 1,0; 1,5 e 2,0%. Os frutos do
tratamento testemunha foram imersos em agua destilada. Apés a secagem e formacao
do recobrimento, os frutos foram armazenados a 22+ 2 °C e 65+ 5% UR, por 7 dias. O
experimento foi conduzido em delineamento experimental inteiramente casualizado,
composto por seis tratamentos (5 concentracées da quitosana + testemunha). Foram

utilizadas 4 repeticées com 5 frutos cada.
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3.6.2. Experimento utilizando a quitosana em abacate ‘Hass’ inoculado com
Colletotrichum gloeosporioides
Os frutos foram inoculados, em dois pontos opostos na regido equatorial, com o
auxilio de uma seringa de cromatografia com 25 pL da suspensao conidial de C.
gloeosporioides (2.10° conidios mL™Y), e armazenados por 10 h a 22 °C, para
estabelecimento do fungo. Em seguida, os abacates foram imersos, por 1 minuto, em
solucdo de quitosana nas concentracdes de 0, 0,50; 1,0 e 2,0%. Os frutos do
tratamento testemunha foram imersos em agua destilada. ApGs a secagem e formacao
do recobrimento, os frutos foram armazenados a 12+ 2 °C e 80+ 5% UR. Apos 14 dias
de armazenamento, um conjunto de frutos, de cada tratamento, foi avaliado e outro
transferido para temperatura de 22+ 2 °C e 65+ 5% UR na qual permaneceram por 3
dias. O experimento foi conduzido em delineamento experimental inteiramente
casualizado, composto por quatro tratamentos (3 concentracbfes da quitosana +
testemunha). Foram utilizadas 4 repeticbes com 5 frutos cada.

3.6.3. Experimentos utilizando os 6leos essenciais em abacate ‘Hass’ inoculado
com Colletotrichum gloeosporioides

Os frutos foram inoculados, como descrito no item anterior. Em seguida, os
abacates foram imersos, por 1 minuto, em solucdo de cera de carnauba e resina
vegetal (Arud® BR-A2 Tropical) associada a trés concentracdes de cada 6leo.

Para os 6leos de tomilho e de alecrim-pimenta, realizou-se 1 experimento com 0s
dois Oleos, sendo utilizada trés concentracdes de cada Oleo associadas a cera. As
concentracdes definidas foram de 200; 500 e 1000 pL L™ de 6leo em cera. Para o 6leo
de capim-liméo, realizou-se 1 experimento separadamente dos demais 6leos, sendo as
concentracdes escolhidas de 1000; 1500 e 2000 pL L™ de 6leo em cera. Os frutos dos
tratamentos testemunha foram imersos em agua destilada (1) e em cera (2). Apés a
secagem e formacgéo do recobrimento, os frutos foram armazenados a 12+ 2 °C e 80+
5% UR. Apos 14 dias de armazenamento, um conjunto de frutos, de cada tratamento,
foi avaliado e outro transferido para temperatura de 22+ 2 °C e 65+ 5% UR na qual

permaneceram por 3 dias. O experimento foi conduzido em delineamento experimental
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inteiramente casualizado, composto por cinco tratamentos (imersdo dos frutos em agua
(1) + imerséao dos frutos em cera (2) + imerséao dos frutos em cera/3 concentracdes do

0leo). Foram utilizadas 4 repeticbes com 5 frutos cada.

3.7. AVALIACOES
3.7.1. Experimentos in vitro

O crescimento micelial do fungo foi medido diariamente até que a col6nia de um
dos tratamentos atingisse a borda da placa. Para calcular a porcentagem de inibicdo do
crescimento micelial foi aplicada a férmula I=[(CFC-CFT)/CFC]x 100, em que: I=
porcentagem de inibigdo; CFC= crescimento do fungo no controle, aos sete dias; CFT=
crescimento do fungo no tratamento, aos sete dias.

A germinacédo de conidios foi realizada pela deposicédo de 150 pL de suspenséo
conidial do patégeno (2x10° conidios mL™) sobre laminas contendo Agar-agua fundente
a 1%. Apoés a deposicao de esporos, foi efetuada a incubagcdo da suspensao por 12
horas sob luz constante a 27+1 °C, para a avaliacdo da germinacao de 100 conidios por
lamina por repeticdo, considerando-se germinado o conidio que apresentou o tubo
germinativo de tamanho igual ou superior ao do comprimento do esporo (MERCIER et
al., 2001).

Paras as analises realizadas in vitro, foram utilizadas 6 repeticbes por

tratamento.

3.7.2. Experimentos in vivo
O diametro da lesao da antracnose foi medida em dois sentidos ortogonais no
fruto. Quando os frutos apresentavam coloracdo de casca escurecida, devido a
evolucdo do amadurecimento, a medic&do do sintoma era realizada na regido escurecida
da polpa, logo abaixo da casca, no local da inoculagéo.
A incidéncia da antracnose foi determinada de acordo com Xing et al. (2010)
utilizando a seguinte equacéo: Incidéncia de sintomas (%)= (Numero de ferimentos

infectados/NUmero total de frutos inoculados) x 100.
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A atividade enzimatica da fenilalanina amonia-liase (PAL) (EC 4.3.1.5) foi
determinada pelo método de Peixoto et al. (1999), na qual o extrato com tamp&o borato
e fenilalanina foi incubado a 36°C por 60 minutos, adicionado solucdo de &acido
cloridrico para a parada da reacdo enzimatica e leitura em espectofotdémetro a 290 nm.
Os resultados foram expressos em nmol/min.

Para a peroxidase (POD) (EC 1.11.1.7) foi realizada a extragdo da amostra pelo
método de Lima, Brasil e Oliveira (1999), utilizando-se tampéo fosfato de potassio
(0,2M), e a atividade foi determinada no sobrenadante pelo método de Allain et al.
(1974), utilizando-se como reagentes perdxido de hidrogénio e fenol. A leitura da
absorbancia foi feita em espectrofotometro a 505 nm. Os resultados foram expressos
em pmol de H,0, degradado g*min™.

Para a atividade da enzima polifenoloxidase (PPO) (EC 1.14.18.1) utilizou-se o
mesmo extrato preparado para a determinacédo da peroxidase, e para a determinacéo
da atividade se utilizou apenas o fenol como reagente. A leitura da absorbancia foi
realizada em espectrofotdmetro a 420 nm. Os resultados foram expressos em umol de
fenol degradado g*min™.

A deteriminagdo dos polifendis extraiveis totais nos frutos foi realizada de acordo
com Singlenton e Rossi (1965). Para a extracdo utilizou-se acetona 50% e para a
reagdo foi utilizado 0,1 ml do sobrenadante, no qual foi adicionado 0,9 ml H,O
deionizada, 0,5 mL do reagente Folin-Ciocalteu e 2,5 mL de carbonato de sédio a 20%.
A leitura das amostras foi realizada a 725 nm. Os resultados foram expressos em mg de
equivalente de acido galico por 100 g de polpa.

A taxa respiratoria e a producdo de etileno dos frutos, foram avaliadas por meio
das analises das amostras de gases, recolhidas com uma seringa de cromatografia, de
frascos hermeticamente fechados contendo os frutos, em cromatégrafo modelo Trace
GC Ultra, Thermo Scientific, equipado com detector de ionizacdo de chama (FID). O
gas de arraste foi o hidrogénio a um fluxo de 35 mL min™ . As temperaturas mantidas
no aparelho foram de 110 °C para a coluna, 250 °C para o detector, 200 °C para o

injetor e 350 °C para o0 metanador. A producdo de CO, (mg CO, kg*h™) e de etileno (uL



20

C,Hs kg'h™) foram determinadas pela diferenca entre a concentracdo gasosa inicial
(quando os frascos foram fechados) e final (ap6s 1 h).

A evolucdo da perda de massa fresca dos produtos foi quantificada em balanga
com precisao de 0,01g, expressa em porcentagem, considerando-se a diferenca entre o
peso inicial do fruto e aquele obtido a cada intervalo de tempo de amostragem.

A firmeza da polpa foi determinada na regido equatorial dos frutos apés a
retirada da casca, realizando duas leituras, em lados opostos, utilizando-se
penetrdmetro marca Bishop FT 327 provido de ponteira de 0,8 cm, sendo os resultados
expressos em Newtons (N).

A mudanca da coloracdo da casca e da polpa foi feita utilizando-se colorimetro
MINOLTA CR 400, marca KONICA MINOLTA, aonde foram determinados os valores de
L*, h* e C*, sendo L*: luminosidade (100 = branco; 0 = preto), h*: Angulo Hue e C*:
cromaticidade (MINOLTA, 2007). A leitura foi realizada na casca e na polpa em dois
pontos diferentes no fruto.

A acidez titulavel dos frutos foi determinada em 10 gramas de polpa triturada,
gue foi diluida em 50 mL de agua destilada, por meio de titulacdo com NaOH a 0,01 M.
Para a quantificacdo utilizou-se a metodologia descrita pela AOAC (1997), método
942.15.

Os teores de solidos soluveis dos frutos foi determinado, segundo AOAC (1997),
método 932.12, a partir da polpa triturada dos frutos, utilizando gaze para a obtencao do
liguido, e quantificado em refratdmetro digital modelo PR 101, sendo os resultados
expressos em °Brix.

Paras as analises realizadas in vivo, foram utilizadas 4 repeticées por tratamento.

A unidade experimental foi constituida por 20 frutos.

3.8. ANALISE DOS DADOS
Os resultados foram submetidos a analise de variancia (ANOVA) e o efeito dos
tratamentos, quando significativo, por meio do Teste F. As médias foram comparadas
pelo teste de Tukey (P<0,05).



21

4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. EFEITO DA QUITOSANA NO CRESCIMENTO MICELIAL E NA GERMINAGAO CONIDIAL DE
COLLETOTRICHUM GLOEOSPORIOIDES

A quitosana inibiu o crescimento micelial de C. gloeosporioides in vitro de
maneira dependente da dose, visto que as maiores concentragées, 1,0%; 1,5%; e 2,0%,
inibiram o crescimento do fungo em 75, 86 e 90%, respectivamente (Figura 1A)
(Apéndice 1). Isso indica o efeito da quitosana contra o patdgeno, podendo inibir ou
retardar o crescimento do fungo. Estudos in vitro que utilizaram a quitosana nas
concentracbes de 2,5% e 3,0%, mostraram que este produto apresentou efeito
fungicida contra C. gloeosporioides, inibindo por completo o crescimento micelial, além
de provocar mudancas na morfologia dos conidios do patégeno (BAUTISTA-BANOS et
al., 2003; BAUTISTA-BANOS et al., 2006).

Quanto ao efeito da quitosana sobre a germinacdo conidial, verifica-se que o
produto nas concentracdes a partir de 1% inibiu a formag&o do tubo germinativo de C.
gloeosporioides in vitro (Figura 1B). Este polimero nas concentracdes de 0,25%; 0,5%;
e 1,0% inibiu a germinacao de conidios em 71%; 83,5% e 98%, respectivamente. Estes
resultados refletem o potencial fungicida da quitosana, utilizada nas concentracdes a
partir de 1,5% sobre o microrganismo, uma vez que inibiu em 100% a germinacao

conidial do fungo.
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Figura 1. Efeito inibitério de quitosana no crescimento micelial (A) de Colletotrichum
gloeosporioides, isolado de abacate ‘Hass’, apos 7 dias a 271 °C, e na
germinacao conidial (B) de Colletotrichum gloeosporioides, isolado de
abacate ‘Hass’, incubado por 10 horas a 27+1 °C. Médias + erro padrdo com
letras mindsculas iguais ndo diferem entre si, pelo teste de Tukey (P>0,05)
(n=6).

4.2. EFEITO DA QUITOSANA EM ABACATES ‘BREDA’ INOCULADOS COM COLLETOTRICHUM
GLOEOSPORIOIDES
O didametro da lesdo da antracnose foi maior nos frutos que nédo receberam a
aplicacao de quitosana, e menor significativamente naqueles tratados com quitosana a
1,0% e 2,0% (Figura 2A).
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Figura 2. Efeito de quitosana no diametro da lesédo da antracnose (A) e na incidéncia da
antracnose (B) em abacates ‘Breda’ inoculados armazenados por 7 dias a
2212 °C e 65+5% UR. Médias * erro padrdo com letras minUsculas iguais
nao diferem entre si, pelo teste de Tukey (P>0,05) (n=4).

A aplicagédo da quitosana também reduziu a incidéncia de sintomas em todos os
tratamentos quando comparados aos frutos do controle, sendo que, nas concentracdes
acima de 1,0% houve menor incidéncia da doenca, com destaque para os tratamentos
a 1,0% e 2,0% os quais reduziram a incidéndia da antracnose nos frutos em 54% em
relacdo tratamento controle (Figura 2B). Resultados semelhantes foram observados em

uvas de mesa tratadas com quitosana a 0,1%; 0,5% e 1,0% aplicada na pés-colheita, e
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inoculadas com Botrytis cinerea, os quais demonstraram reducdo da incidéncia e
severidade dos sintomas do mofo cinzento em comparacao ao controle, com destaque
para a maior concentracdo (ROMANAZZI et al., 2002).

Esses resultados demonstram o efeito positivo da quitosana no crescimento do
fungo, que se deve ao acumulo de compostos fungitéxicos do produto em locais de
penetracdo pelo patégeno. Devido a propriedade da quitosana de formar um
revestimento nos vegetais, este polimero também pode agir como uma barreira para o
fluxo de nutrientes presentes nos frutos reduzindo a disponibilidade de nutrientes para o
crescimento do patdégeno, visto que, células flngicas expostas a quitosana
frequentemente exibem sinais de privacado de nutrientes (EL GHAOUTH, SMILANICK;
WILSON, 2000; AIT BARKA et al., 2004).

Neste experimento, era esperado que com 0 aumento da concentracdo de
quitosana aplicada nos frutos ocorre-se diminuicdo da lesdo da antracnose e da
incidéncia de sintomas, no entanto, isso sO ocorreu até a concentracdo de 1,0%
utilizada, sendo que na concentracdo de 1,5% tanto o didmetro da lesdo quanto a
incidéncia de sintomas nos frutos aumentaram (Figuras 2A e 2B). Estes resultados
podem ser consequéncia da anaerobiose causada nos frutos tratados com quitosana
acima de 1,5%, percebido pelo odor caracteristico de frutos fermentados, podendo ter
comprometido a capacidade dos frutos de reagir contra a infec¢éo pelo patégeno.

Além do efeito microbiano direto, a quitosana pode induzir reacdes de defesa
pela planta, bem como induzir a formacao de barreiras estruturais no tecido do vegetal,
restringindo o desenvolvimento do microrganismo invasor, assim como retardar a
retomada de infec¢des quiescentes, sendo interessante, neste caso, aplicar a quitosana
nos frutos como tratamento preventivo (EL GHAOUTH et al., 1994; BAUTISTA-BANOS
et al., 2006).

A atividade da enzima fenilalanina amoénia-liase (PAL) na polpa dos abacates
apresentou aumento ao final do periodo de armazenamento, sendo que 0S maiores
valores da atividade desta enzima foram registrados nos frutos nédo tratados com

quitosana (Figura 3A).
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Figura 3. Efeito de quitosana na atividade da fenilalanina amonia-liase (PAL) (A),
peroxidase (POD) (B) e polifenoloxidase (PPO) em abacates ‘Breda’
inoculados armazenados por 7 dias a 22+2 °C e 65+5% UR. Médias * erro
padrdo com letras minuUsculas iguais ndo diferem entre si, pelo teste de

Tukey (P>0,05) (n=4).



26

O aumento na atividade desta enzima indica que o tecido vegetal encontra-se
sob condicdes de estresse, pela acdo de agentes abibticos ou bibticos, como o ataque
de patégenos (RIVERO et al., 2001; TAIZ; ZEIGER, 2013).

O tratamento com quitosana na concentracdo de 1,0% proporcionou aos frutos
menores valores da atividade da PAL. Resultados semelhantes aos encontrados em
uvas de mesa tratadas por imersdo em quitosana a 1,0%, e armazenadas a 20°C, que
apresentaram menores valores para a atividade desta enzima em comparacao aos
frutos do controle (MENG et al., 2008). Estudos tém demonstrado que a quitosana € um
elicitor exdgeno de respostas de defesa do hospedeiro, apresentando diversos
mecanismos de acdo como o acumulo de quitinase e compostos fendlicos, a
lignificacdo e inducdo da atividade de enzimas como fenilalanina aménia-liase,
peroxidase e polifenoloxidase (BAUTISTA BANOS et al., 2006).

Para a atividade da peroxidase (POD) na polpa dos frutos, os valores
encontrados foram menores nos frutos tratados com quitosana a 1,0% (Figura 3B). A
imersdo de morango e bucha vegetal (Luffa cylindrica) em quitosana a 1,0% foi eficaz
na reducéo da atividade da POD e PAL, em comparacdo as concentracdes mais baixas
e ao tratamento controle (MENG et al., 2008; HANA et al., 2014).

A atividade da polifenoloxidase (PPO) foi maior nos frutos do controle e naqueles
tratados com as menores concentracbes de quitosana (0,25% e 0,5%), quando
comparados aos demais tratamentos, sendo que os menores valores para atividade
desta enzima foram encontrados nos frutos do tratamento com quitosana a 1,0%
(Figura 3C), resultado semelhante ao observado para as enzimas PAL e POD.

A enzima PPO normalmente é elevada em tecidos infectados e esté relacionada
aos mecanismos de defesa das plantas, uma vez que essas reacdes séo induzidas em
vegetais e estdo relacionadas as respostas enzimaticas (AGRIOS, 1997; BAUTISTA
BANOS et al., 2006). Quitosana de diferentes pesos moleculares reduziu a atividade da
PPO em tomates inoculados com o fungo Botrytis cinerea (Pers.), responsavel pelo
mofo cinzento, uma das principais doencas pos-colheita de vegetais (BADAWY;
RABEA, 2009).
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Os menores valores para polifendis extraiveis totais da polpa foram encontrados
nos frutos tratados com as maiores concentragées de quitosana, 1,0%; 1,5% e 2,0%,
porém apenas o0 tratamento a 1,5% de quitosana diferiu significativamente do
tratamento controle (Figura 4). Isso sugere que houve menor estresse nesses frutos,
uma vez que a infeccdo dos frutos por microrganismos pode ativar o metabolismo
secundéario de vegetais, com a liberacdo de compostos fendlicos presentes nos
vacuolos dos frutos (NACZK; SHAHIDI, 2004; ZARDO et al., 2009).
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Figura 4. Efeito de quitosana nos polifendis extraiveis em abacates ‘Breda’ inoculados
armazenados por 7 dias a 22+2 °C e 65+5% UR. Médias + erro padrdo com
letras minUsculas iguais ndo diferem entre si, pelo teste de Tukey (P>0,05)
(n=4).

Apbés 7 dias de armazenamento, os abacates tratados com as concentracdes
mais elevadas de quitosana apresentaram reducdo da taxa respiratéria dos frutos,
sendo que as médias finais diferiram significativamente do controle e daqueles tratados

com as concentracdes de 0,25% e 0,5% de quitosana (Figura 5A).
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Figura 5. Efeito de quitosana na atividade respiratoria (A) e na producéo de etileno (B)
de abacates ‘Breda’ inoculados armazenados por 7 dias a 22+2 °C e 65+5%
UR. Médias * erro padrdo com letras minusculas iguais nao diferem entre si,
pelo teste de Tukey (P>0,05) (n=4).

Com relacdo a producéo de etileno, verificou-se aumento consideravel deste gas
ao final do periodo (Figura 5B). Entretanto, verifica-se que ap6s 7 dias de
armazenamento houve tendéncia similar a apresentada na taxa respiratéria, ou seja, 0s
frutos tratados com as maiores concentragdes de quitosana foram os que apresentaram
menor producao de etileno, com destaque para o tratamento com quitosana a 1,0%

Alguns frutos como abacate e manga, depois de colhidos e armazenados em
condicdes de temperatura ambiente, podem apresentar um aumento rapido da taxa
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respiratéria, iniciando em seguida o processo de amadurecimento (CHITARRA;
CHITARRA, 2005). Neste trabalho, as analises de CO; e etileno foram realizadas aos 7
dias de armazenamento, sendo assim, € possivel que o pico climatérico dos frutos
tenha ocorrido antes dos 7 dias, e que esses ja haviam iniciado o processo de
senescéncia, 0 que explicaria os baixos valores de CO,, verificados ao final do
armazenamento. Entretanto, em relagcéo ao etileno produzido pelos frutos, verificou-se
aumento ao final do periodo. A producédo de etileno aumenta de maneira acentuada nos
frutos climatéricos, e este aumento pode ou ndo anteceder a elevacdo da respiracdo
dos frutos (CHITARRA; CHITARRA, 2005). De acordo com Koshiyachinda e Young
(1975), no abacate o pico de etileno ocorre apds o inicio da elevacédo do COs.

Nos tratamentos com 1,0%; 1,5% e 2,0% de quitosana observaram-se menor
taxa respiratoria e menor producao de etileno pelos frutos. Isto pode ser explicado pelo
efeito positivo e adicional da quitosana que esta relacionado a sua capacidade de
prolongar a vida util de vegetais, pois além de possuir acdo direta sobre patdgenos,
pode atuar de maneira indireta pelo retardo do processo de amadurecimento dos frutos.
A quitosana aplicada nos frutos como revestimento forma uma pelicula semipermeéavel
que atua na regulacao da troca de gases, reduzindo a taxa respiratéria, a transpiracédo e
consequentemente retardando a maturacdo dos vegetais. Este resultado tem sido
observado em muitos produtos horticolas tais como manga (SOUZA et al., 2011),
mamao (ALl et al., 2011), banana (WIN et al., 2007) e péssego (LI; YU, 2000).

No entanto, apesar da reducao da respiracédo e da producéo de etileno nos frutos
dos tratamentos de 1,5% e 2,0% de quitosana, foi observado que essas concentracdes
proporcionaram condicdes de anaerobiose aos frutos, percebido pelo odor
caracteristico de frutos fermentados nos abacates.

A perda de massa fresca pelos frutos foi menor naqueles tratados com
quitosana, com destaque para as concentracdes de 1,0% e 2,0%, as quais diferiram
significativamente do controle e do tratamento a 0,25% (Figura 6A). Este resultado pode
ser atribuido a barreira formada pela quitosana contra a difusdo de vapor de agua
através da cuticula, reduzindo assim a perda de agua pelo vegetal e consequentemente
reduzindo sua perda de peso (BAUTISTA-BANOS et al., 2006; ALI et al., 2011). Estes
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resultados estdo coerentes com o0s obtidos nas avaliacbes de taxa respiratéria e
producdo de etileno pelos frutos (Figuras 5A e 5B), os quais podem ser atriblidos ao
revestimento nos abacates formado pela quitosana, que contribui para a reducdo da
difusdo dos gases entre os frutos e atmosfera, reduzindo dessa maneira a perda de

agua pelo vegetal, a respiracéo dos frutos e a producao de etileno.
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Concentragdes de quitosana

Figura 6. Efeito de quitosana na perda de massa fresca (A) e na firmeza (B) de
abacates ‘Breda’ inoculados armazenados por 7 dias a 22+2 °C e 65t5% UR.
Médias * erro padrdo com letras minasculas iguais nao diferem entre si, pelo
teste de Tukey (P>0,05) (n=4).
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No presente trabalho, os frutos tratados com quitosana a 1,0% e 2,0% apos 7
dias de armazenamento apresentaram perdas de massa de 43% menor do que 0s
frutos do controle (Figura 6A). Mamdes revestidos com quitosana e armazenados a 12
°C durante cinco semanas apresentaram reducdo da perda de massa proporcional ao
aumento da concentracao utilizada, sendo que os menores valores encontrados para
esta variavel foram observados nos tratamentos a 1,5% e 2,0% (ALl et al., 2011).

Na firmeza da polpa dos frutos verificou-se reducdo ao final dos 7 dias de
armazenamento, sendo que os frutos tratados com quitosana nas concentragdes acima
de 1,0% apresentaram maiores valores de firmeza, comparados aos demais frutos
(Figura 6B). Os resultados obtidos para esta variavel estdo de acordo com os obtidos
na analise de perda de massa pelos frutos, uma vez que os frutos tratados com
quitosana a 1,0% apresentaram menor perda de massa fresca (Figura 6A). Valores de
firmeza em mamao inoculado com C. gloeosporioides, também foram mais altos nos
frutos tratados com quitosana a 0,5% e 1,0% comparados aos frutos sem o tratamento
(BAUSTISTA-BANOS et al., 2003).

A firmeza é um importante atributo de qualidade, o qual esta relacionado a vida
atil dos frutos. O amaciamento dos tecidos das frutas € uma consequéncia da acao de
diversas enzimas responsaveis pela degradacdo e solubilizacdo de pectinas, e por
modificacdes da composicdo da parede celular (TOIVONEN; BRUMMELL, 2008). A
manutencao da firmeza dos frutos tratados com quitosana nas concentracdes acima de
1,0% pode ser devida a atividade antifungica deste produto e pela formacdo de
recobrimento semipermeavel, contribuindo dessa maneira para a reducédo do processo
de infeccao pelo patégeno, e para o atraso dos processos de amadurecimento dos
frutos (BAUSTISTA-BANOS et al., 2006; ALl et al., 2011).

Em relacdo a luminosidade da casca dos frutos, aqueles tratados com quitosana
a 1,0% apresentaram maiores valores em relagcdo aos demais tratamentos, exceto para
o tratamento a 0,5%, indicando atraso no escurecimento da casca desses frutos para
esse tratamento (Tabela 4).

Para a luminosidade da polpa dos frutos, os maiores valores foram encontrados

nos frutos tratados a 1,0% e 2,0% de quitosana, indicando retardo no escurecimento da
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polpa dos abacates destes tratamentos, diferindo significativamente do controle e do
tratamento com a menor concentracdo de quitosana (Tabela 4). Além do efeito da
guitosana no retardo do escurecimento dos frutos, outra consequéncia da aplicacdo
deste produto pode estar relacionado ao desenvolvimento da antracnose nos abacates,
sugerindo menor estresse nesses frutos tratados, uma vez que a infec¢ao dos frutos por
microrganismos pode ativar o metabolismo secundario de vegetais, com a liberagédo de
compostos fendlicos presentes nos vacuolos dos frutos, resultando no escurecimento
enzimatico nos vegetais (NACZK; SHAHIDI, 2004; ZARDO et al., 2009).

Tabela 4. Efeito de quitosana na coloracdo da casca e da polpa de abacates ‘Breda’

inoculados armazenados por 7 dias a 22+2 °C e 65+5% UR.

Tratamentos Luminosidade Cromaticidade Angulo Hue
—————————————————————————————— Casca --
Controle 47,43 BC 37,26 A 102,23 B
Quitosana 0,25% 47,81 B 34,23 BCD 97,75 C
Quitosana 0,5% 48,05 AB 34,73 BC 98,80 C
Quitosana 1,0% 49,06 A 36,14 AB 103,43 B
Quitosana 1,5% 46,77 CD 32,04 D 98,78 C
Quitosana 2,0% 46,12 D 32,87 CD 115,72 A
= ok ok ok
CVv 0,95 2,93 0,98
GG EE LR Polpa --
Controle 73,37 B 33,72 CD 98,11 A
Quitosana 0,25% 72,21 C 34,61 BC 98,09 A
Quitosana 0,5% 72,81 BC 34,00 C 97,27 A
Quitosana 1,0% 74,47 A 32,68 D 96,55 A
Quitosana 1,5% 73,51 AB 35,52 B 97,89 A
Quitosana 2,0% 74,37 A 36,75 A 97,94 A
F *k *% NS
CVv 0,58 1,45 0,80

Médias seguidas de mesma letra, na coluna, nao diferem entre si, pelo teste de Tukey (P>0,05).
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De acordo com Bautista-Banos et al. (2006), o uso de quitosana pode melhorar a
aparéncia externa de frutas por meio da retencdo da coloracdo da casca destes
vegetais. Uma vez que o uso de revestimento atrasa o processo de amadurecimento e
a senescéncia dos produtos, resultando em reducdo da mudanca de coloracdo dos
frutos (ALl et al., 2011). No entanto, em geral, observa-se que nao houve destaque para
a prevencéao do escurecimento da casca e polpa dos frutos tratados com quitosana em
relacdo aos frutos do controle, como resultado do amadurecimento e inicio do processo
de senescéncia dos frutos, e do desenvolvimento dos microrganismos.

O angulo Hue da casca dos abacates apresentou reducdo nos valores em média
de 115,36° para 100,2°, ao final do armazenamento, exceto para os frutos tratados a
2,0% de quitosana, sugerindo para este tratamento melhor manutencédo da cor (Tabela
4). Segundo Cerqueira (2007), aplicacdo de quitosana em maiores concentracdes,
como 6,0%, em goiabas ‘Kumagai’, foi eficiente na retengéo da cor da casca.

Em relacdo a polpa dos frutos, o valor do angulo Hue obteve pequena reducao
ao final do periodo de estocagem, ndo apresentando diferenca entre os tratamentos
(Tabela 4).

Os valores para a cromaticidade da casca dos abacates foram menores nos
frutos com quitosana a 1,5% e 2,0%, em relagdo ao controle, indicando retardo das
transformacdes nos pigmentos dos frutos destes tratamentos, como consequéncia do
atraso do amadurecimento dos vegetais proporcionado pelas maiores concentracdes de
guitosana (Tabela 4).

Para a cromaticidade da polpa dos frutos observou-se efeito contrario do ocorrido
na casca, sendo que os frutos com as maiores concentracdes de quitosana, 1,5% e
2,0%, apresentaram maiores valores para a variavel analisado em relacdo ao
tratamento controle (Tabela 4).

A acidez titulavel dos frutos foi maior naqueles tratados com quitosana acima de
0,5% (Figura 7A), comprovando o efeito deste produto no atraso do amadurecimento
dos abacates, uma vez que o0s acidos organicos na maioria dos frutos diminuem com o
amadurecimento do vegetal, devido ao consumo dos &cidos durante sua etapa

respiratoria (KAYS, 1991). Segundo Fischer et al. (2009), o teor de acidez titulavel em
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manga esta associado a resisténcia/suscetibilidade a antracnose, estando relacionado o
aumento de infecgcbes com a diminuicdo da acidez dos frutos. No presente trabalho,
pode-se sugerir 0 aumento da acidez titulavel nos frutos tratados com as maiores
concentracfes de quitosana, acima de 1,0%, com uma possivel resisténcia a
antracnose, uma vez que nesses frutos o desenvolvimento da doengas foi menor
(Figura 2A).
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Figura 7. Efeito de quitosana na acidez titulavel (A) e sélidos soluveis (B) de abacates
‘Breda’ inoculados armazenados por 7 dias a 22+2 °C e 65+5% UR. Médias +
erro padrdo com letras minusculas iguais nao diferem entre si, pelo teste de
Tukey (P>0,05) (n=4).

Os teores de solidos soluveis (SS) dos frutos aumentaram com o periodo de
armazenamento, como consequéncia do amadurecimento dos abacates (Figura 7B). Os
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maiores valores para esta variavel foram observados nos frutos tratados com quitosana
acima de 0,5% em relagdo aos frutos do controle, ndo demonstrando assim a eficicia
do produto em retardar a solubilizacdo dos acucares nos abacates, como era esperado.
No entanto, os menores valores de solidos soluveis para os frutos do controle e com
quitosana a 0,25%, podem ser devido ao maior consumo de agucares pelos frutos
durante o processo respiratério, constatado através da alta taxa respiratdria obtida nos
frutos destes tratamentos (Figura 6 A) (CHITARRA; CHITARRA, 2005).

De acordo com Bautista-Bafios et al. (2006), apés o armazenamento 0s teores
de sdlidos soluveis em frutos tratados com quitosana diferem de acordo com o vegetal.
Segundo estes autores, mangas e bananas revestidas com o produto apresentaram
menores teores do que o controle, enquanto que em péssegos os valores de sélidos
sollveis foram maiores nos frutos tratados. Neste experimento, com o0s abacates
‘Breda’, os frutos tratados com quitosana acima de 0,5% apresentaram maiores teores

de sdlido sollveis em relagédo aos frutos do controle.

4.3. EFEITO DA QUITOSANA EM ABACATES ‘HASS’ INOCULADOS COM COLLETOTRICHUM
GLOEOSPORIOIDES

Para o diametro da lesdo da antracnose nos frutos, observou-se aos 14 dias
reducdo com o aumento da concentracdo de quitosana (Figura 8A). Aos 17 dias de
armazenamento todos os tratamentos contribuiram para a diminuicdo do diametro da
lesdo da antracnose, com destaque para a maior concentracéo, de 2,0%, que reduziu
em 43% o diametro da lesdo em comparacao aos frutos do controle.

A incidéncia dos sintomas da antracnose também foi reduzida, aos 14 dias de
armazenamento dos frutos, de acordo com o aumento das concentracdes do produto
(Figura 8B). No entanto, s6é houve diferenca significativa nos frutos tratados com
quitosana a 2,0%, em comparacao aos demais tratamentos. O uso de quitosana a 1,5%
também foi eficiente na reducéo da severidade e incidéncia de podriddo mole causada
por R. stolonifer, em caqui ‘Rama Forte’ (CIA et al., 2010).
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Figura 8. Efeito de quitosana no diametro da lesdo da antracnose (A) e incidéncia da
antracnose (B) em abacates ‘Hass’ inoculados armazenados por até 14 dias
a 12+2 °C e 80+5% UR, e por mais 3 dias a 2212 °C e 65+5% UR. Médias +
erro padrdao com letras mindsculas iguais dentro do grupo e mailsculas
entre 0os grupos de colunas ndo diferem entre si, pelo teste de Tukey
(P>0,05) (n=4).

Estes resultados demonstram que a quitosana atua diretamente no crescimento
de patdégenos, sendo que este produto pode atuar também de forma indireta no controle
de algumas doencas por meio do atraso no amadurecimento dos frutos, ao formar um
recobrimento semipermeavel ao redor do fruto, e também por induzir respostas de
resisténcia pelo vegetal (BARKAI-GOLAN, 2001).
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A atividade da enzima fenilalanina amoénia-liase (PAL) na polpa dos frutos
aumentou durante o armazenamento dos abacates, como possivel consequéncia do
estresse sofrido pelos frutos devido a infeccado pelo patégeno (Figura 9A). Enzimas
como a PAL e peroxidases estdo envolvidas na producédo de componentes relacionados
a mecanismos de resisténcia a doencas de plantas tais como os metabdlitos
secundérios, que desempenham papéis importantes no mecanismo de defesa das
plantas durante infeccdo patogénica (ARFAOUI et al.,, 2007). Aos 14 dias foram
observados menores valores para esta variavel nos frutos tratados com quitosana a
2,0%, indicando a superioridade deste tratamento, uma vez que o aumento da atividade
da PAL esta relacionado a resposta de estresse pelo vegetal (RIVERO et al., 2001;
TAIZ; ZEIGER, 2013).

Para a atividade da peroxidase (POD) na polpa dos frutos, aos 14 dias da
aplicacé@o da quitosana, verificou-se reducdo nos valores desta variavel em comparacéo
ao tratamento controle (Figura 9B). Ao final do periodo de armazenamento, os valores
encontrados para a POD foram menores nos frutos tratados com quitosana a 2,0%.
Diversos trabalhos tém demonstrado que a quitosana possui atividade antimicrobiana e
que também estd relacionada a inducdo de resisténcia as doencas pelas plantas,
contribuindo na sua protecdo (WAEWTHONGRAK; PISUCHPENB; LEELASUPHAKUL,
2015).

Os resultados para a atividade da polifenoloxidase (PPO) nos abacates foram
semelhantes aos encontrados para a POD, sendo que aos 14 dias o uso da quitosana
nos frutos reduziu os valores da atividade da PPO comparados aos frutos do controle,
apresentando menores valores aos 17 dias no tratamento com quitosana a 2,0%
(Figura 9C). A PPO também tem sido relacionada com resposta do vegetal contra
estresse, ocorrendo aumento da atividade da enzima durante o processo de infecéo por
patégenos (OJAGHIAN et al., 2013).
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Figura 9. Efeito de quitosana na atividade da fenilalanina amoénia-liase (PAL) (A),
peroxidase (POD) (B) e polifenoloxidase (PPO) (C) em abacates ‘Hass’
inoculados armazenados por até 14 dias a 12+2 °C e 80+5% UR, e por mais
3 dias a 22+2 °C e 65+5% UR. Médias + erro padrdo com letras minusculas
iguais dentro do grupo e maiusculas entre os grupos de colunas nao
diferem entre si, pelo teste de Tukey (P>0,05) (n=4).
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Os menores valores para polifendis extraiveis totais da polpa foram registados
nos tratamentos com as maiores concentracfes de quitosana, 1,0% e 2,0%, ao final do
armazenamento dos frutos (Figura 10). A formacdo de compostos fendlicos nos frutos
esta relacionada ao metabolismo secundéario dos vegetais, que pode ser ativado em
resposta a algum estresse sofrido pelo vegetal, como o ataque de patdgenos (NACZK;
SHAHIDI, 2004; ZARDO et al., 2009). Sendo assim, os resultados encontrados neste
trabalho indicam que os frutos tratados com quitosana nas maiores concentracoes se
encontravam em situacdo de menor estresse, o que pode ser verificado pelo menor
desenvolvimento da doenca nesses tratamentos em comparacdo ao controle (Figura
8A).
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Figura 10. Efeito de quitosana nos polifendis extraiveis em abacates ‘Hass’ inoculados
armazenados por até 14 dias a 12+2 °C e 80+5% UR, e por mais 3 dias a
22+2 °C e 65+5% UR. Médias +* erro padrdo com letras mindsculas iguais
dentro do grupo e mailsculas entre os grupos de colunas néo diferem entre
si, pelo teste de Tukey (P >0,05) (n=4).

Para a taxa respiratéria dos frutos, o tratamento com quitosana a 2,0% foi

eficiente na reducéo da respiracdo dos frutos aos 14 dias (Figura 11A).



40

90

A W Controle
80 Média inicial: 21,32+1,93 @ Quitosana 0,5%
[J Quitosana 1,0%

701 aA [ Quitosana 2,0%

Taxa resplratorla
(mL cO2/kg*hY)

Producgéo de etileno
(UL Etileno/kg *h™)

14 17
Dias de armazenamento

Figura 11. Efeito de quitosana na taxa respiratoria (A) e na producédo de etileno (B) de
abacates ‘Hass’ inoculados armazenados por até 14 dias a 12+2 °C e
80+5% UR, e por mais 3 dias a 22+2 °C e 65+5% UR. Médias + erro padréo
com letras minusculas iguais dentro do grupo e maiusculas entre 0s grupos
de colunas néo diferem entre si, pelo teste de Tukey (P >0,05) (n=4).

Ao final do armazenamento, com 0 aumento da concentracdo da quitosana
ocorreu reducdo da taxa respiratéria dos frutos, sendo que os tratamentos a 1,0% e
2,0% de quitosana proporcionaram reducao de 54% e 60%, respectivamente. Notou-se,
também, aumento da taxa respiratéria dos frutos ao final do periodo de estocagem,
como consequéncia do aumento da temperatura na qual os abacates foram
submetidos, apds a transferéncia dos frutos do armazenamento refrigerado a 12 °C

para o armazenamento em condi¢cbes de ambiente a 22 °C.
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A producao de etileno pelos frutos foi menor naqueles tratados com quitosana a
2,0% aos 14 dias de armazenamento, e ao final do periodo a reducdo foi mais
acentuada nos frutos a 1,0% e 2,0% (Figura 11B).

Estes resultados comprovam o efeito positivo da quitosana em prolongar a vida
atil de frutos, por meio do atraso do processo de amadurecimento dos vegetais. A
quitosana, utilizada como revestimento, forma uma pelicula semipermeavel que
modifica a atmosfera ao redor do fruto atuando assim na regulacdo da troca de gases,
na reducdo da taxa respiratéria, na transpiracdo e consequentemente no atraso da
maturacdo dos frutos (BARKAI-GOLAN, 2001). Além da inibicdo da producdo de CO,
pelos frutos, o uso da quitosana também pode reduzir a producdo de etileno pelo
produto. Ambos os efeitos de reducdo foram relatados por Li e Yu (2000) em péssegos
revestidos com quitosana a 5 mg mL™ e 10 mg mL™, os quais foram tratados com o
revestimento natural apds a inoculacdo com Monilinia fructicola, agente causal da
podriddo parda nos frutos, e verificaram reducéo na taxa respiratéria e na producao de
etileno pelos frutos, em comparacgéo ao tratamento controle.

A aplicacdo de quitosana a 1,0% e 2,0% resultou na reducéo da perda de massa
fresca pelos frutos durante o periodo de armazenamento (Figura 12). Observou-se que
ao final do armazenamento, os frutos que néo receberam a aplicacdo de quitosana
apresentaram perda de 30% a mais de massa fresca pelos frutos em comparacao
agueles tratados com o produto a 2,0%. Um dos efeitos de revestimentos aplicados em
vegetais € o controle da transferéncia de umidade do produto para o ambiente, o que
possibilita diminuicdo da perda de agua pelo vegetal, reduzindo sua perda de peso
(BAUTISTA-BANOS et al., 2006; ALI et al., 2011). Os resultados relacionados a perda
de massa fresca pelos frutos deste experimento, estdo de acordo com os resultados
encontrados para a taxa respiratoria e producdo de etileno (Figuras 11A e 11B), em
relacdo a aplicacdo de quitosana, a qual contribui para a reducdo da difusdo de gases
entre os frutos e atmosfera, reduzindo assim a perda de massa fresca, a taxa

respiratéria e a producao de etileno pelos frutos.
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Figura 12. Efeito de quitosana na perda de massa fresca de abacates ‘Hass’ inoculados
armazenados por até 14 dias a 12+2 °C e 80+5% UR, e por mais 3 dias a
2212 °C e 65+5% UR. Médias + erro padrdo com letras minasculas iguais
dentro do grupo e mailsculas entre os grupos de colunas néo diferem entre
si, pelo teste de Tukey (P >0,05) (n=4).

A firmeza da polpa dos frutos foi maior naqueles tratados com quitosana a 1,0%
e 2,0% aos 14 dias, e aos 17 dias nos frutos a 2% (Figura 13).

Estes resultados demonstram que estes frutos sofreram atraso nos processos de
amadurecimento devido ao efeito da quitosana, uma vez que, durante o
amadurecimento dos vegetais ocorre a solubilizacdo de substancias pécticas da lamela
média ocasionando a diminui¢do de firmeza dos tecidos dos vegetais. Sendo assim, a
guitosana pode contribuir para a manutencéo da firmeza do tecido dos frutos por mais
tempo, e dessa maneira, diminuir a vulnerabilidade dos vegetais ao ataque de
microrganismos patogénicos (BARKAI-GOLAN, 2001). Em bananas inoculadas com
Colletotrichum musae, Fusarium spp. e Lasiodiplodia theobromae, o uso de quitosana
na concentragdo de 1% atrasou significativamente o amadurecimento dos frutos

mantendo os maiores valores de firmeza da casca (WIN et al., 2007).
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Figura 13. Efeito de quitosana na firmeza de abacates ‘Hass’ inoculados armazenados
por até 14 dias a 12+2 °C e 80+5% UR, e por mais 3 dias a 22+2 °C e
651+5% UR. Médias * erro padrdo com letras mindsculas iguais dentro do
grupo e maidsculas entre os grupos de colunas nao diferem entre si, pelo
teste de Tukey (P >0,05) (n=4).

A luminosidade da casca dos frutos apresentou maiores valores para os frutos
com quitosana a 1,0% e 2,0% aos 14 dias de armazenamento, em comparagao aos
frutos do controle, demonstrando a eficiéncia deste tratamento na prevencao do
escurecimento da casca (Tabela 5). Aos 17 dias, observou-se diferenca significativa
entre os tratamentos a 1,0% e controle, nos quais os frutos do controle apresentaram
escurecimento da casca indicado pela reducdo dos valores de luminosidade. A
aplicacdo de quitosana a 1,0% em uvas de mesa cv. Moscatel, também mantiveram
maiores os valores de luminosidade do fruto (SANCHEZ-GONZALEZ et al., 2011a).
Este efeito foi atribuido ao recobrimento formado pela quitosana, que inibe ou diminui a

absorcao de luz pela superficie dos frutos .
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Tabela 5. Efeito de quitosana na coloragdo da casca de abacates ‘Hass’ inoculados
armazenados por até 14 dias a 12+2 °C e 80+5% UR, e por mais 3 dias a
2212 °C e 65£5% UR.

Dias de armazenamento

Tratamentos 12 17
------------------------------ Luminosidade casca
Controle 33,22 bA 33,77 bA
Quitosana 0,5% 34,41 abA 33,91 abA
Quitosana 1,0% 35,05 aA 35,45 aA
Quitosana 2,0% 35,37 aA _ 34,34 abA
—————————————————————————————— Angulo Hue casca
Controle 118,56 bA 111,47 bB
Quitosana 0,5% 118,97 bA 110,09 bB
Quitosana 1,0% 123,68 aA 124,60 aA
Quitosana 2,0% 125,64 aA 121,26 aB
------------------------------ Cromaticidade casca
Controle 20,70 abA 14,32 bB
Quitosana 0,5% 22,18 aA 13,96 bB
Quitosana 1,0% 19,28 bA 18,00 aA
Quitosana 2,0% 20,38 abA 17,55 aB

Médias seguidas de mesma letra, minascula na coluna e maiuscula na linha, ndo diferem entre si, pelo
teste de Tukey (P>0,05).

Para o angulo Hue da casca, observou-se que aos 14 dias e ao final do
armazenamento os frutos com quitosana a 1,0% e 2,0% apresentaram maiores valores
para o angulo de cor em relacdo aos demais tratamentos, indicando atraso na mudanca
de cor nesses frutos (Tabela 5). Estes resultados estdo de acordo com os verificados
por Zhu et al. (2008), os quais observaram atrasos na mudanca de cor da casca de
mangas ‘Tainong’ com a aplicacdo de quitosana.

Para os valores de cromaticidade da casca dos abacates, observou-se diferenca
entre os tratamentos ao final do armazenamento, sendo que os frutos tratados com
quitosana a 1,0% e 2,0% apresentaram maiores valores para esta variavel, sugerindo o
atraso do processo de amadurecimento destes abacates devido ao retardo das
transformacdes de pigmentos presentes na casca dos frutos, como resultado da
aplicacdo da quitosana nas maiores concentracdes (Tabela 5).

A luminosidade da polpa dos frutos apresentou maiores valores, aos 14 dias, nos

frutos tratados com quitosana a 2,0% em relagdo ao tratamento controle, indicando
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atraso no escurecimento da polpa dos frutos (Tabela 6). Ao final do periodo de
armazenamento os frutos do controle apresentaram reducdo nos valores de
luminosidade em comparacdo aos demais tratamentos.

Para o angulo de cor da polpa dos frutos observou-se menores valores nos frutos
do controle em relagdo aos demais tratamentos, e aos 17 dias os valores foram
menores nos frutos com quitosana a 1,0% (Tabela 6).

Em relacdo a cromaticidade da polpa dos frutos, observaram-se ao final do
armazenamento, resultados semelhantes aos encontrados para a cromaticidade da
casca, nos quais os frutos tratados com quitosana a 1,0% e 2,0% confirmaram os
maiores valores para esta varidvel analisada, indicando atraso das mudangas nas

transformacdes de pigmentos na polpa destes frutos (Tabela 6).

Tabela 6. Efeito de quitosana na coloragdo da polpa de abacates ‘Hass’ inoculados
armazenados por até 14 dias a 12+2 °C e 80+5% UR, e por mais 3 dias a
22+2 °C e 6515% UR.

Dias de armazenamento

Tratamentos 12 17
—————————————————————————————— Luminosidade polpa
Controle 75,60 bcA 73,09 bB
Quitosana 0,5% 74,44 cA 74,46 aA
Quitosana 1,0% 76,18 abA 74,56 aB
Quitosana 2,0% 77,34 aA _ 74,67 aB
—————————————————————————————— Angulo Hue polpa
Controle 97,32 bA 97,84 bA
Quitosana 0,5% 99,22 aA 99,66 aA
Quitosana 1,0% 99,65 aA 97,66 bB
Quitosana 2,0% 99,20 aA 100,09 aA
------------------------------ Cromaticidade polpa
Controle 34,00 abA 32,66 bA
Quitosana 0,5% 32,79 cA 32,84 bA
Quitosana 1,0% 35,97 aA 36,00 aA
Quitosana 2,0% 34,67 abB 37,00 aA

Médias seguidas de mesma letra, mindscula na coluna e mailscula na linha, ndo diferem entre si, pelo
teste de Tukey (P>0,05).

Para a acidez titulavel dos abacates, notou-se diminuicdo durante o periodo de

armazenamento, como consequéncia do amadurecimento dos frutos (Figura 14A). Aos
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17 dias de armazenamento, os frutos do controle apresentaram maiores valores de
acidez em relag&o aos tratamentos com quitosana a 1,0% e 2,0%. Estes resultados n&o
estdo de acordo com Fischer et al. (2009), os quais relacionaram a diminuicdo da
acidez dos frutos com o aumento de infeccbes em manga, uma vez que neste trabalho
os frutos do controle e do tratamento a 0,5% apesar de apresentarem maiores teores de
acidez nos frutos, também apresentaram maior severidade e incidéncia da doenca
(Figuras 8A e 8B).
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Figura 14. Efeito de quitosana na acidez titulavel (A) e nos soélidos soluveis (B) de
abacates ‘Hass’ inoculados armazenados por até 14 dias a 12+2 °C e
801+5% UR, e por mais 3 dias a 22+2 °C e 65+5% UR. Médias + erro padréo
com letras mindsculas iguais dentro do grupo e maiusculas entre 0s grupos
de colunas néo diferem entre si, pelo teste de Tukey (P >0,05) (n=4).
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Os teores de sdlidos soluveis (SS) nos frutos com quitosana a 2,0%
apresentaram menores valores comparados aos demais tratamentos (Figura 14B). Isto
pode ser devido ao efeito da quitosana associado a refrigeracdo, no retardo do
amadurecimento destes frutos. Porém, ao final do armazenamento nota-se que 0s
frutos a 1,0% e 2,0% obtiveram maiores valores para esta variavel. Essa reducdo nos
teores de SS nos frutos do controle e com quitosana a 0,5% pode ser consequéncia do
maior consumo de acucares por estes frutos durante a etapa respiratoria, indicando o
avancado estado de maturacao desses frutos (CHITARRA; CHITARRA, 2005).

Os resultados mostraram que a quitosana apresenta-se como grande potencial
de utilizacdo para a reducao dos sintomas e da incidéncia da antracnose em abacates
na pos-colheita e na manutencdo da qualidade dos frutos. Sendo que, a partir da
concentracdo de 1,0% inibiu o crescimento micelial e a germinacao de conidios de C.
gloeosporioides, e a 1,0% foi eficiente na reducédo dos sintomas e da incidéncia da
antracnose em abacates ‘Breda’, e na manutencdo da qualidade dos mesmos. Na
concentragéo de 2% em abacates ‘Hass’, foi eficiente na reducéo dos sintomas e da

incidéncia da antracnose, e na manutencao da qualidade dos frutos.

4.4. AVALIACAO DO POTENCIAL ANTIFUNGICO DOS OLEOS ESSENCIAIS

Foram realizados dois ensaios com o0s Oleos essenciais para avaliar a
porcentagem de inibicdo do crescimento de C. gloeosporioides, nos quais a
porcentagem de inibicdo foi calculada em relacdo a testemunha.

Dentre os Oleos avaliados, no primeiro ensaio, destacou-se o extraido da espécie
Thymus vulgaris que apresentou a concentracdo inibitoria minima para o fungo de
0,047%, seguido das espécies Cymbopogon citratus, Lippia alba, Cymbopogon
winterianus, Eucalyptus globulus e Eucalyptus nitens com 0,75% (Tabela 7). Neste
ensaio o Oleo Lippia sidoides ndo apresentou resultados conclusivos.

No segundo ensaio, o0 melhor resultado foi para o Oleo extraido da espécie L.
sidoides que apresentou a concentracao inibitoria minima para o fungo de 0,0125%,

seguido das espécies, Thymus vulgaris, Cymbopogon citratus e Cymbopogon
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winterianus com 0,0250% (Tabela 7). Neste ensaio os 6leos Eucalyptus staigeriana e

Baccharis dracunculifolia ndo apresentaram resultados conclusivos.

Tabela 7. Concentracdo minima inibitoria (CMI) dos 6leos essenciais encontrada para o

fungo Colletotrichum gloeosporioides.

CMI para Colletotrichum

Nome comum Espécie gloeosporioides
1°ensaio 2 ° ensaio
Tomilho Thymus vulgaris 0,047% 0,0250%
Capim-liméo Cymbopogon citratus 0,750% 0,0250%
Erva-cidreira Lippia Alba 0,750% RI
Eucalipto- staigeriana Eucalyptus staigeriana 1,50% *
Citronela Cymbopogon winterianus 0,750% 0,0250%
Eucalipto-cidré Corymbia citriodora 0,750% 0,0500%
Eucalipto-comum Eucalyptus globulus 0,750% RI
Eucalipto-Nitens Eucalyptus nitens 0,750% RI
Alecrim-do-campo Baccharis dracunculifolia 1,50% *
Alecrim-pimenta Lippia sidoides RI 0,0125%

RI: resultados inconclusivos. *: ndo ocorreu inibigéo.

Nos dois ensaios realizados para a avaliacdo da concentracdo minima inibitoria
do fungo, utilizando a técnica de microdiluicdo em caldo, ocorreram diferencas nos
resultados entre os 6leos avaliados, 0 que pode ser devido a metodologia utilizada ou
devido a espécie fungica avaliada.

4.5, AVALIACAO DA COMPOSICAO QUIMICA DOS OLEOS ESSENCIAIS

Na avaliacdo da composicdo quimica do Oleo essencial T. vulgaris foram
identificados os compostos majoritarios de timol (17,30%), B-cymene (19,10%) e
carvacrol (20,00%) (Tabela 8). Nessa avaliacdo foram identificados 23 compostos no

oleo essencial de tomilho, representando 98,78% da composi¢ao total do 6leo.
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Tabela 8. Composicéo quimica do 6leo essencial de tomilho (Thymus vulgaris).

Indice de Kovats

Composto (IK) observado %
Tricyclene 967 0,13
Sabinene 981 0,12
a-Pinene 1018 5,84
a - Terminene 1025 4,01
B-Pinene 1072 0,82
Myrcene 1094 1,81
a-Fellandrene 1127 1,18
3-Carene 1158 0,59
Terpinolene 1179 0,48
B-Cymene 1201 19,10
a-limonene 1206 4,22
1,8-cineole 1210 2,87
y-Terpinene 1248 0,86
a-Terpinolene 1288 1,00
linalool 1302 551
Camphor 1349 0,88
Isoborneol 1362 1,98
Borneol 1371 4,06
Terpinen-4-ol 1382 1,65
a-Terpinol 1395 1,84
Isobornyl acetate 1492 2,53
Thymol 1496 17,30
Carvacrol 1507 20,00
Total identificado 98,78%

A avaliagdo da composicdo quimica do 6leo essencial de L. sidoides identificou o
composto majoritario de timol (49,46%), sendo que foram identificados 20 compostos no
Oleo essencial avaliado, representando 99,86% da composicao total do 6leo (Tabela 9).
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Tabela 9. Composicao quimica do 0leo essencial de alecrim pimenta (Lippia sidoides).

Indice de Kovats

Composto (IK) observado %
a-Felandreno 930 1,51
a-pineno 937 0,54
Mirceno 995 2,37
a- Terpineno 1021 2,50
Cimeno 1029 11,40
Limoneno 1033 1,08
Cineol 1036 2,31
y -Terpineno 1063 8,06
Cis Hidrato Sabineno 1072 0,38
ccadendal
4-Terpineol 1183 1,31
a - Terpenol 1198 0,38
Anisol 1240 4,08
Thymol 1299 49,46
Copaeno 1384 1,00
Iso-cariofileno 1430 8,80
Aromadendreno 1449 0,69
Humuleno 1464 0,55
Lepidozeno 1507 1,71
0 -Cadineno 1533 0,68
Total identificado 99,86%

Na avaliacdo da composicao quimica do 6leo essencial de C. citratus, foram
identificados os compostos majoritarios de B-citral (29,90%) e a-Citral (35,68%) (Tabela
10). Nessa avaliacdo foram identificados 11 compostos no 6leo essencial de capim

limao, representando 94,14% da composicao total do éleo.


http://webbook.nist.gov/cgi/cbook.cgi?ID=C14434414&Mask=200
http://webbook.nist.gov/cgi/cbook.cgi?ID=C14434414&Mask=200
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Tabela 10. Composicdo quimica do 6leo essencial de capim limdo (Cymbopogon

citratus).
Composto ") observado %
Camphene 1026 1,03
5-Hepten-2-one, 6-methyl 1089 1,42
4-Nonanone 1266 1,42
linalool 1302 1,87
Carane, 4,5-epoxy 1385 4,01
o-terpineol 1396 0,84
B-Citral 1446 29,90
cis-Geraniol 1458 7,65
a-Citral 1476 35,68
Geraniol acetate 1588 6,72
B-Caryophyllene 1801 3,60
Total identificado 94,14%

4.6. EFEITO DOS OLEOS ESSENCIAIS NO CRESCIMENTO MICELIAL E NA GERMINAGAO CONIDIAL
DE COLLETOTRICHUM GLOEOSPORIOIDES

A dose minima inibitéria do fungo foi de 200 pL L™ dos 6leos essenciais de
tomilho (T. vulgaris) e de alecrim-pimenta (L. sidoides), sendo que a partir desta dose a
inibicdo do crescimento micelial do patégeno foi de 100%, refletindo o potencial
fungicida dos 6leos avaliados sobre o microrganismo (Figuras 15A e 16A) (Apéndice
2A, 2B e 2C).

De acordo com Arrebola et al. (2010), o 6leo de tomilho inibe diretamente o
crescimento de patégenos e a germinacdo de esporos porque afeta os sitios ativos das
enzimas dos microrganismos e o seu metabolismo celular. O uso do 6leo essencial de
Lippia scaberrima, aplicado in vitro, na concentracdo de 2000 pL L™, causou inibigao
significativa do crescimento micelial de C. gloeosporioides, Lasiodiplodia theobromae, e
Alternaria isolate, conforme reportado por Regnier et al. (2010).

A dose minima para a inibicdo da germinacdo conidial do C. gloeosporioides

ocorreu a partir de 200 pL L™ do 6leo de tomilho, na qual inibiu em 90% a germinacao
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do patogeno (Figura 15B). Esses resultados concordam com o resultado verificado para
0 mesmo Oleo na inibi¢cdo do crescimento micelial do fungo (Figura 15B).
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Figura 15. Efeito inibitério do 6leo de tomilho (Thymus vulgaris) no crescimento micelial
(A) de Colletotrichum gloeosporioides, isolado de abacates ‘Hass’, apds 7
dias a 27+1 °C, e na germinagdo conidial (B) de Colletotrichum
gloeosporioides, isolado de abacates ‘Hass’, incubado por 10 horas a 27+1
°C. Médias * erro padrao com letras minusculas iguais ndo diferem entre si,
pelo teste de Tukey (P > 0,05) (n=6).

Para o experimento com o Oleo de alecrim-pimenta, verificou-se que ocorreu a
inibicdo da germinacéo conidial do fungo a partir da dose de 200 pL L™ do 6leo, sendo

gue nesta dose a inibicao foi de 88% (Figura 16B). A dose minima inibitéria da
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germinacéo conidial do patdégeno, 200 pL L™ do éleo de alecrim-pimenta, foi a mesma
dose verificada para a inibigdo do crescimento micelial do fungo (Figura 16A).
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Figura 16. Efeito inibitério do éleo de alecrim-pimenta (Lippia sidoides) no crescimento
micelial (A) de Colletotrichum gloeosporioides, isolado de abacates ‘Hass’,
apos 7 dias a 27+1 °C, e na germinacdo conidial (B) de Colletotrichum
gloeosporioides, isolado de abacates ‘Hass’, incubado por 10 horas a 27+1
°C. Médias + erro padrao com letras minusculas iguais ndo diferem entre si,
pelo teste de Tukey (P > 0,05) (n=6).

Para o 6leo de capim-limao (Cymbopogon citratus) a dose minima inibitéria do
fungo foi de 1000 pL L™ do 6leo (Figura 17A) (Apéndice 2D). Os experimentos in vitro
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sdo muito importantes por permitir a identificacdo de O6leos essenciais, e suas
concentragbes, que sdo eficazes na inibicdo de uma espécie ou de um grupo de
microrganismos patogénicos (COMBRINCK; REGNIER; KAMATOU, 2011).

Os oOleos essenciais de tomilho e capim-limao inibiram em 50% e 25%,
respectivamente, o crescimento micelial dos patégenos B. cinerea, P. expansum e R.
stolonifer, responsaveis por importantes doencas na pos-colheita de péssegos
(ARREBOLA et al., 2010).

Para o 0leo de capim-limdo a dose minima inibitéria da germinacao conidial do
fungo foi de 50 pL L™ do 6leo, a qual inibiu 85% da germinacdo (Figura 17A). No
entanto, para o mesmo 6leo, em relacdo ao crescimento micelial do fungo, a dose
minima inibitéria foi de 1000 pL L™ do 6leo (Figura 17B).

Os OE podem causar danos a membrana citoplasmatica dos microrganismos,
uma vez gque atravessam sua parede celular e a membrana citoplasmatica afetando
suas estruturas e tornando-a mais permeéavel (BAKKALI et al., 2008). Esta propriedade
citotoxica € muito importante na aplicacdo de Oleos essenciais contra microrganismos
patogénicos, os quais tém sido estudados na protecdo de plantas e alimentos,
apresentando resultados satisfatorios.

Combrinck, Regnier e Kamatou (2011) avaliaram a propriedade antifingica de
dezoito 6leos essenciais in vitro, por adicdo ao meio de crescimento de cinco espécies
de fungos patogénicos (L. theobromae, C. gloeosporioides, Alternaria citrii, B. cinerea e
Penicillium digitatum) isolados de manga, abacate, citros, uva e figo-da-india. Os
autores verificaram que o 6leo de tomilho na concentracéo de até 1000 pL L™ foi o mais
eficaz na inibicdo de todos os patdgenos avaliados, com excecao da estirpe resistente

de Penicillium.
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Figura 17. Efeito inibitério do o6leo de capim-limdo (Cymbopogon citratus) no
crescimento micelial (A) de Colletotrichum gloeosporioides, isolado de
abacates ‘Hass’, apds 7 dias a 27+1 °C, e na germinacdo conidial (B) de
Colletotrichum gloeosporioides, isolado de abacates ‘Hass’, incubado por 10
horas a 27+1 °C. Médias * erro padrdo com letras minuUsculas iguais ndo
diferem entre si, pelo teste de Tukey (P > 0,05) (n=6).

4.7. EFEITO DOS OLEOS ESSENCIAIS EM ABACATES ‘HASS’ INOCULADOS COM
COLLETOTRICHUM GLOEOSPORIOIDES
A manifestacdo da doenca ocorreu aos 9 dias de armazenamento dos abacates
a 12 °C, sendo que os sintomas s6 se manifestaram nos frutos dos controles com agua
e com cera, e nos frutos do tratamento a 200 pL L™ de 6leo de tomilho associado a cera
(Figura 18A).
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Figura 18. Efeito do 6leo de tomilho (Thymus vulgaris - Tv) no diametro da lesdo da
antracnose (A) e na incidéncia da antracnose (B) em abacates ‘Hass’
inoculados armazenados por 7 dias a 22+2 °C e 65+5% UR. Médias * erro
padrdo com letras minUsculas iguais ndo diferem entre si, pelo teste de
Tukey (P > 0,05) (n=4).

Aos 14 dias de armazenamento dos frutos em refrigeracdo, o diametro da leséo
da antracnose era menor nos frutos dos tratamentos a 500 e 1000 pL L™ de éleo de
tomilho em cera, indicando a superioridade desses tratamentos (Figura 18A). Ao final
do periodo de armazenamento (17 dias), o diametro da lesdo foi maior em todos os
tratamentos, como consequéncia do desenvolvimento do patégeno em maiores

temperaturas, por 3 dias a 22 °C. No entanto, houve destaque para os tratamentos com
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500 e 1000 pL L™ de 6leo de tomilho, os quais proporcionaram menor severidade da
doenca nos frutos tratados nestas doses.

Em relacéo a incidéncia da doenca para o experimento com o 6leo de tomilho, os
frutos do controle, imersos em agua, apresentaram maior incidéncia da antracnose, e
ndo houve diferenga entre os tratamentos analisados durante todo o periodo de
armazenamento dos frutos (Figura 18B).

Para o experimento com o 6leo de alecrim-pimenta ocorreu a manifestacdo da
doenca nos frutos aos 9 dias de armazenamento em refrigeracdo, com destaque para
as maiores doses do 6leo, 500 e 1000 pL L™, na reducdo do diametro da leséo da
antracnose tanto aos 9 como aos 14 dias de avaliacdo (Figura 19A). Apés os frutos
serem transferidos para a condicdo ambiente, 22 °C, todas as concentra¢cdes testadas
deste Oleo reduziram o diametro da lesdo da antracnose nos frutos inoculados, quando
comparados aos controles com agua e cera.

Para o experimento com o Oleo de alecrim-pimenta quanto a incidéncia da
antracnose, notou-se melhor resultado para o tratamento com 500 pL L™ de éleo em
cera, que se destacou dos demais, por proporcionar menor incidéncia da severidade da

antracnose nos frutos armazenados a 14 e 17 dias (Figura 19B).
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Figura 19. Efeito do 6leo de alecrim-pimenta (Lippia sidoides - Ls) no diametro da lesdo
da antracnose (A) e na incidéncia da antracnose (B) em abacates ‘Hass’
inoculados armazenados por 7 dias a 22+2 °C e 65+5% UR. Médias * erro
padrdo com letras minusculas iguais nao diferem entre si, pelo teste de

Tukey (P > 0,05) (n=4).
Para a avaliacdo do didmetro da lesdo da antracnose nos abacates tratados com
0 Oleo de capim-limédo, observou-se manifestacdo da doenca somente aos 14 dias de
armazenamento dos frutos em refrigeracdo, ndo ocorrendo diferenca entre o0s
tratamentos (Figura 20A).
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Figura 20. Efeito do 6leo de capim-limdo (Cymbopogon citratus - Cc) no diametro da
lesdo da antracnose (A) e na incidéncia da antracnose (B) em abacates
‘Hass’ inoculados armazenados por 7 dias a 22+2 °C e 65+5% UR. Médias *
erro padrao com letras minusculas iguais ndo diferem entre si, pelo teste de
Tukey (P > 0,05) (n=4).

O aparecimento da doenca nos frutos somente aos 14 dias de avaliacdo pode
ser devido a maturacdo dos frutos, os quais estavam em um estadio mais atrasado de
maturacdo, em comparacao aos frutos dos demais experimentos, o que pode ser
verificado pelos dados de taxa respiratéria e producao de etileno desses frutos. Ao final
do periodo de armazenamento o diametro da lesdo da antracnose foi maior em todos os
tratamentos, porém, houve destaque para a maior dose do 6leo, de 2000 pL L™, em

cera, no qual reduziu o diametro da leséo nos frutos tratados.
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Quanto ao Oleo de capim-limdo, os frutos dos tratamentos com o 6leo nas
concentracdes de 1000 e 2000 pL L™ associados & cera, apresentaram menor
incidéncia da antracnose aos 14 dias, comparados aos frutos dos controles, em agua e
cera, no entanto, aos 17 dias de armazenamento dos frutos ndo houve diferenca entre
os tratamentos (Figura 20B).

O efeito do uso de 6leos essenciais foi confirmado em abacates inoculados com
C. gloeosporioides e/ou L. theobromae, nos quais o 6leo de L. scaberrima, associado
ao recobrimento com cera, reduziu o desenvolvimento da doenca, quando comparados
aos frutos dos controles tratados somente com cera ou agua (REGNIER et al., 2010).

O interesse no uso de Oleos essenciais como alternativa aos fungicidas tem
aumentado nos ultimos anos e, de acordo com a literatura, a aplicacdo de cera
enriquecida com estes compostos antifiUngicos tem contribuido para a manutencao da
qualidade de frutos (KOUASSIA; BAJJI; JIJAKLI, 2012). A principal vantagem da
aplicacédo de Oleos essenciais incorporados a revestimentos é o contato do produto com
a superficie do fruto por um periodo de tempo maior, retardando ou inibindo o
desenvolvimento do patdégeno (SIVAKUMAR; BAUTISTA-BANOS, 2014). Segundo
Kouassia, Bajji e Jijakli (2012) o controle da doenca por meio do uso de Oleos
essenciais associados a cera, depende ndo apenas do volume que permanece na
casca do fruto, mas também da retencdo dos componentes dos 6leos essenciais pelo
fruto.

A atividade da enzima fenilalanina aménia-liase (PAL) registrada na polpa dos
abacates do experimento com o 6leo de tomilho, aumentou aos 14 dias de
armazenamento dos frutos a 12 °C, sendo que os maiores valores foram encontrados
nos frutos do controle imersos somente em agua, tanto aos 14 como aos 17 dias de

armazenamento (Figura 21A).



7004

600+

500

400

300+

PAL (nmol min'l)

200+

1004

700+

600

500+

400+

PAL (nmol min'l)

300

200+

1004

7004

600+

500

400+

PAL (nmol min™)

300+

2004

100+

El Controle (4gua) A
[l Controle (cera) o

[ Cera + Tv (200pL/L)

1 Cera + Tv (500uL/L)

Cera + Tv (1000pL/L)

aA

El Controle (4gua)
[ Controle (cera) Média inicial: 157,32+30
[ Cera + Ls (200uL/L)

[ Cera + Ls (500uL/L)

Cera + Ls (1000pL/L)

aA
abA

Hl Controle (Agua) [ Cera + Cc (1000 pL/L) C
I Controle (cera) [ Cera+ Cc (1500 pL/L)
Cera + Cc (2000 pL/L)

A A Média inicial: 136,94+40

Dias de armazenamento

61

Figura 21. Efeito dos 6leos de tomilho (Thymus vulgaris - Tv) (A), de alecrim-pimenta
(Lippia sidoides - Ls) (B) e de capim-limao (Cymbopogon citratus - Cc) (C) na
atividade da fenilalanina amoénia-liase (PAL) em abacates ‘Hass’ inoculados
armazenados por 7 dias a 2212 °C e 651+5% UR. Médias + erro padrdao com
letras minasculas iguais nao diferem entre si, pelo teste de Tukey (P > 0,05)

(n=4).
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Esses resultados indicam que a infeccéo pelo patégeno pode ter provocado um
aumento na atividade de resposta de defesa relacionado a enzima, principalmente
nagueles frutos que nao foram revestidos com cera e ndo foram tratados com o 6leo
essencial, uma vez que, o aumento na atividade da enzima PAL € um sinal de que o
tecido vegetal esta sob condicdo de estresse como o ataque de patégenos (RIVERO et
al., 2001; TAIZ; ZEIGER, 2013).

Quanto a atividade da PAL nos frutos do experimento com o 0Oleo de alecrim-
pimenta, aos 14 dias de avaliagdo a atividade da enzima foi maior nos frutos do
controle, imersos somente em 4gua. No entanto, observou-se aumento da atividade da
enzima PAL nos frutos tratados com o 6leo a 200 pL L™ associado & cera, ao final do
armazenamento dos abacates (Figura 21B).

Para o experimento com o 6leo de capim-liméo, a atividade da PAL na polpa dos
abacates aumentou significativamente nos frutos dos tratamentos imersos somente em
agua ou em cera, comparada aos tratamentos com o 6leo aos 14 dias, e nos frutos
imersos em agua aos 17 dias de avaliacdo, indicando uma relacdo da infeccdo pelo
patdgeno nesses frutos com o aumento da atividade desta enzima (Figura 21C). Uma
vez que a inducdo da atividade da PAL tem sido relatada em resposta a ferimentos,
como infeccdo por C. gloeosporioides em abacates descrito por Beno-Moualem e
Prusky (2000).

Para a atividade da enzima peroxidase (POD) na polpa dos frutos, foi observado
aumento significativo dos valores nos tratamentos controle, em agua ou em cera, ao
final do armazenamento, diferindo daqueles com 6leo de tomilho, indicando reducéo da
atividade dessa enzima com a aplicagdo do 0leo essencial (Figura 22 A). O mesmo
comportamento foi observado no experimento com o 6leo de alecrim-pimenta, nos quais
os frutos dos tratamentos controle, frutos imersos em agua ou em cera, obtiveram maior

valor para a atividade da enzima POD aos 17 dias de armazenamento (Figura 22 B).
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Figura 22. Efeito dos 6leos de tomilho (Thymus vulgaris - Tv) (A), de alecrim-pimenta
(Lippia sidoides - Ls) (B) e de capim-limado (Cymbopogon citratus - Cc) (C)
na atividade da peroxidase (POD) em abacates ‘Hass’ inoculados
armazenados por 7 dias a 22+2 °C e 65+5% UR. Médias + erro padrdo com
letras minUsculas iguais ndo diferem entre si, pelo teste de Tukey (P > 0,05)
(n=4).
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Alguns estudos sugerem que as aplicacdes de produtos naturais como sais e
Oleos essenciais induzem a atividade de enzimas relacionadas a defesa em vegetais.
Youssef et al. (2014) observaram que a atividade da POD e da PAL foram maiores em
tecidos infectados de laranja ‘Valéncia late’ com Penicillium digitatum, agente causal do
mofo verde, e tratados com carbonato e bicarbonato de sédio, em relacdo aos demais
tratamentos. Outra pesquisa mostrou que a vaporizacado de Oleo essencial de tomilho
induziu a atividade das enzimas POD, PAL, 1,3- glucanase e quitinase em abacates
‘Fuerte’ e ‘Hass’ inoculados com C. gloeosporioides, patdgeno responsavel pela
antracnose nos frutos (SELLAMUTHU; SIVAKUMAR; SOUNDY, 2013). Neste trabalho
s6 foi observado incremento na atividade da enzima POD com a aplicacdo do 6leo
essencial de alecrim-pimenta aos 14 dias de avaliagao dos frutos (Figura 22 B).

Para a avaliacdo da POD no experimento com o 6leo de capim-lim&o, ocorreu
aumento da atividade desta enzima somente para os frutos tratados com a maior
concentracdo do Oleo associado a cera aos 14 dias de armazenamento dos abacates
(Figura 22 C).

A atividade da polifenoloxidase (PPO) foi maior para os abacates do controle
com agua, diferindo significativamente dos tratamentos com cera, e com cera e 0leo de
tomilho a 500 e 1000 pL L™?, aos 14 dias, e dos tratamentos com cera e 6leo a 200 e
1000 pL L™ aos 17 dias (Figura 23 A). Esses resultados podem estar relacionados ao
maior estresse sofrido pelos frutos, no tratamento controle com agua, em decorréncia
do ataque do patégeno (Figura 18 A). A polifenoloxidase geralmente € elevada em
tecidos injuriados, uma vez que as reacdes de defesa induzidas em vegetais estdo
relacionadas ao metabolismo antioxidante do vegetal, com o aumento da atividade de
enzimas antioxidantes como a PPO (AGRIOS, 2005; MAYER, 2006).
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Figura 23. Efeito dos 6leos de tomilho (Thymus vulgaris - Tv) (A), de alecrim-pimenta
(Lippia sidoides - Ls) (B) e de capim-limado (Cymbopogon citratus - Cc) (C)
na atividade da polifenoloxidase (PPO) em abacates ‘Hass’ inoculados
armazenados por 7 dias a 22+2 °C e 65+5% UR. Médias + erro padrdo com
letras minUsculas iguais nao diferem entre si, pelo teste de Tukey (P > 0,05)
(n=4).



66

No experimento com o Oleo de alecrim-pimenta a atividade da enzima PPO
também foi maior para os frutos do controle com 4gua, nos quais os valores diferiram
significativamente somente do controle com cera, aos 14 dias, e dos tratamentos com
cera e 6leo a 500 e 1000 pL L™ aos 17 dias (Figura 23 B). Enquanto que para o
experimento com o 6leo de capim-limdo, ndo ocorreu diferenca significativa para a PPO
entre os tratamentos analisados e nem em relagéo aos dias de avaliagéo (Figura 23 C).

Para a avaliacdo de polifendis extraiveis totais da polpa dos abacates, ocorreu
aumento desta variavel nos frutos do controle imersos somente em agua, ao final do
periodo de avaliagdo, diferindo significativamente dos frutos do controle com cera, e
daqueles tratados com 6leo de tomilho a 200 pL L™ em cera (Figura 24 A).

No experimento com o Oleo de alecrim-pimenta os valores para polifenois
extraiveis totais também foram maiores para os frutos imersos em agua, aos 17 dias de
armazenamento, diferindo dos demais tratamentos (Figura 24 B).

Nos tratamentos com o 6leo de capim-lim&do, houve diminuicdo nos valores de
polifendis extraiveis totais naqueles imersos somente em cera, aos 17 dias de
armazenamento (Figura 24 C). Ao final do periodo de armazenamento em refrigeracéo,
aos 14 dias, ndo ocorreu diferenca significativa entre os tratamentos para esta variavel
avaliado, e o mesmo foi observado para os demais 6leos testados.

O aumento da producado de polifendis pelos frutos esta relacionado a formacédo
de compostos fendlicos que podem ser sintetizados pelos vegetais em resposta a
algum estresse, como o ataque de patdgenos e insetos, podendo ser indicativo de
maior condicdo de estresse nos frutos desse tratamento, controle em agua, indicado
pelo maior desenvolvimento e incidéncia da doenca nesses frutos (Figura 24) (NACZK;
SHAHIDI, 2004).
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Figura 24. Efeito dos 6leos de tomilho (Thymus vulgaris - Tv) (A), de alecrim-pimenta
(Lippia sidoides - Ls) (B) e de capim-limado (Cymbopogon citratus - Cc) (C)
nos polifendis extraiveis em abacates ‘Hass’ inoculados armazenados por 7
dias a 22+2 °C e 65+5% UR. Médias * erro padrdo com letras minusculas
iguais nao diferem entre si, pelo teste de Tukey (P > 0,05) (n=4).
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A taxa respiratoria dos frutos foi reduzida até o 9° dia de armazenamento,
aumentando até o final do periodo (Figura 25 A). Essa reducdo se deve porque
inicialmente os frutos se encontravam em temperatura elevada (22 °C) e esta foi
diminuindo em consequéncia do armazenamento a 12 °C, reduzindo assim a taxa
respiratoria dos frutos. Apos o 9° dia houve incremento da atividade respiratoria em
consequéncia do amadurecimento dos abacates. As doses de 500 pL L™ e 1000 pL L™
de 6leo de tomilho em cera reduziram a respiragdo dos frutos aos 9 dias, e ao final do
armazenamento.

Para a taxa respiratéria dos frutos no experimento com o 6leo alecrim-pimenta,
observou-se uma tendéncia de diminuicdo até o 9° dia de armazenamento, como
consequéncia do armazenamento refrigerado a 12 °C, seguido de aumento até o final
do periodo como resposta dos frutos ao amadurecimento (Figura 25 B). A partir dos 14
dias de armazenamento todos os tratamentos reduziram a respiracao dos abacates em
comparacdo ao controle com agua, sendo que ao final do armazenamento, 0s
tratamentos com o Gleo essencial obtiveram frutos com menor taxa respiratéria.

No experimento com o Oleo de capim-limdo, aos 9 dias de avaliacdo néo foi
possivel avaliar a taxa respiratéria dos frutos, uma vez que era nula ou muita baixa néo
apresentando diferenca significativa entre os tratamentos (Figura 25 C). Tal resposta
pode ter ocorrido como consequéncia do estadio de maturacdo dos frutos, os quais
estavam mais imaturos. A taxa respiratoria dos frutos aumentou aos 14 e 17 dias de
armazenamento, em decorréncia do amadurecimento dos frutos, no entanto, a
respiracao dos frutos tratados com o 6leo de capim liméo foi menor em comparacéo aos

frutos imersos somente em agua, aos 14 dias de avaliacao.
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Figura 25. Efeito dos oleos de tomilho (Thymus vulgaris - Tv) (A), de alecrim-pimenta
(Lippia sidoides - Ls) (B) e de capim-limao (Cymbopogon citratus - Cc) (C)
na taxa respiratéria de abacates ‘Hass’ inoculados armazenados por 7 dias
a 22+2 °C e 65+5% UR. Médias + erro padrédo com letras mindsculas iguais
nao diferem entre si, pelo teste de Tukey (P > 0,05) (n=4).
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Revestimentos contendo 6leos essenciais reduzem a difusdo do O, através do
recobrimento formado nos frutos, aumentando a concentracdo de CO, ao redor do
vegetal, devido principalmente a maior resisténcia de difusdo aos gases causada pela
cobertura adicionada de 6leos, como resultado da natureza hidrofébica dos oOleos
essenciais, afetando dessa maneira a taxa respiratéria dos frutos (SANCHEZ-
GONZALEZ et al., 2011a).

Ao longo do periodo de armazenamento, nota-se que a producdo de etileno
pelos frutos foi reduzida, a partir dos 9 dias de armazenamento, proporcionalmente a
concentracdo do 6leo de tomilho aplicada, com destaque para as doses de 500 pL L™ e
1000 pL L™ que diferiram significativamente dos controles (Figura 26 A). A reducéo da
producdo de etileno pelos frutos tratados com as maiores concentracdes do Oleo
aplicado a cera, pode estar relacionada a natureza hidrofébica dos OE, na qual afeta a
difusdo do O, através da cobertura formada, afetando a producdo de etileno pelos
frutos, uma vez que a enzima ACC oxidase precursora imediata do etileno necessita do
O, para a formacédo desse gas (TAIZ; ZEIGER, 2013).

A menor producdo de etileno pelos frutos também pode ser devido a associacao
da cera com o 6leo de tomilho nas maiores concentracfes que ocasionou também
maior inibicdo do fungo C. gloeosporioides (Figura 18 A). Com o estabelecimento de
patégenos em frutos, ocorre elicitacdo de respostas de defesa pelo vegetal, induzindo a
producdo de substancias como o etileno, que acelera o processo de amadurecimento
normal de frutos climatéricos, como o abacate (MARCOS; GONZALEZ-CANDELAS;
ZACARIAS, 2005).

A producdo de etileno pelos frutos do experimento com o 6leo de alecrim-
pimenta foi maior naqueles do controle, imersos somente em agua, até os 14 dias de

armazenamento (Figura 26 B).
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Figura 26. Efeito dos 6leos de tomilho (Thymus vulgaris - Tv) (A), de alecrim-pimenta
(Lippia sidoides - Ls) (B) e de capim-limdo (Cymbopogon citratus - Cc) (C)
na producao de etileno em abacates ‘Hass’ inoculados armazenados por 7
dias a 22+2 °C e 65+5% UR. Médias + erro padrdo com letras mindsculas
iguais ndo diferem entre si, pelo teste de Tukey (P > 0,05) (n=4).

Este resultado mostra o efeito da cera utilizada em vegetais como revestimento,

com a finalidade de regular as trocas gasosas entre o fruto e o ambiente, diminuindo
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assim a atividade respiratéria, a biossintese e acdo do etileno, tendo como resultado o
atraso no amadurecimento de vegetais (CHITARRA; CHITARRA, 2005). Ao final do
armazenamento nao houve diferenca entre os tratamentos em relacdo ao etileno
produzido pelos frutos. A aplicacdo de OE associados a revestimento naturais tem
apresentado resultados promissores ndo somente para o controle de microrganismos
patogénicos, mas também na manutencdo da qualidade de frutos (SANCHEZ-
GONZALEZ et al., 2011a).

A producéo de etileno pelos abacates tratados com o 6leo de capim-liméo, nao
foi significativa até os 9 dias de avaliacdo, assim como observado para a taxa
respiratoria dos frutos, ocorrendo aumento a partir dos 14 dias, principalmente nos
frutos do controle em agua os quais diferiram significativamente dos demais
tratamentos (Figura 26 C).

A perda de massa fresca pelos frutos foi menor naqueles com revestimento de
cera e cera associada aos 06leos de tomilho, alecrim-pimenta e capim liméo (Figura 27).
Estes resultados estdo coerentes com 0s observados para a taxa respiratoria (Figura
25) e producédo de etileno (Figura 26), os quais mostram o efeito do revestimento nos
frutos formado pela cera, na reducao da difuséo de gases entre os frutos e a atmosfera,
resultando na reducdo da perda de massa, na taxa respiratoria e na producao de etileno
pelos frutos.

No experimento com o 6leo de tomilho, a aplicacdo de cera nos abacates reduziu
pela metade a perda de massa dos frutos ao final do periodo de armazenamento, 0s
guais obtiveram perda média de 2,5% de massa fresca, enquanto que os frutos nao
tratados apresentarem perda de 5% (Figura 27 A).
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Figura 27. Efeito dos 6leos de tomilho (Thymus vulgaris - Tv) (A), de alecrim-pimenta
(Lippia sidoides - Ls) (B) e de capim-limado (Cymbopogon citratus - Cc) (C)
na perda de massa fresca de abacates ‘Hass’ inoculados armazenados por
7 dias a 2242 °C e 65+5% UR. Médias + erro padrdo com letras minusculas
iguais nao diferem entre si, pelo teste de Tukey (P > 0,05) (n=4).
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Esse resultado € atribuido a modificagdo da atmosfera ao redor do fruto
proporcionada pelo recobrimento formado pela cera, que reduz a intensidade da
respiracdo e da transpiracdo do produto, reduzindo a perda de agua pelo vegetal e
consequentemente sua perda de peso (SANCHEZ-GONZALEZ et al., 2011b;
SIVAKUMAR; BAUTISTA-BANOS, 2014). O uso de 6leo essencial de L. scaberrima
associado a revestimentos comerciais, também promoveram melhor retencdo de agua
em abacates (REGNIER et al., 2010) e citros (DU PLOOY; REGNIER; COMBRINCK,
2009).

N&o foi observada melhoria na reducédo da perda de massa pelos frutos com a
adicdo dos 6leos essenciais avaliados, apesar da natureza lipofilica destes produtos
proporcionarem uma maior resisténcia a perda de vapor de &gua pelos frutos
(SIVAKUMAR; BAUTISTA-BANOS, 2014).

Em relacdo a firmeza da polpa dos frutos, ocorreu reducédo nos valores durante o
periodo de armazenamento, indicando o amadurecimento dos abacates (Figura 28). Os
maiores valores de firmeza da polpa foram observados nos frutos tratados com cera, e
com cera e Oleos, em relacdo aos frutos ndo tratados com o recobrimento. Este
resultado pode ser relacionado com o efeito da cera na perda de massa fresca (Figura
27), que reduziu a perda de agua pelos frutos, contribuindo para a manutencao da
firmeza dos mesmos. Aos 14 e 17 dias de armazenamento 0s frutos imersos somente
em agua nao apresentaram nenhuma resisténcia de polpa. Esses resultados indicam o
efeito da cobertura no prolongamento da vida util dos frutos, uma vez que o
amaciamento dos tecidos de frutas é consequéncia do processo de amadurecimento e
senescéncia dos vegetais (TOIVONEN; BRUMMELL, 2008).

O uso de duas ou mais tecnologias combinadas, e aplicadas na pés-colheita de
frutos para controlar doencas, como utilizado neste trabalho, tem mostrado resultados
efetivos ndo apenas no controle de patégenos importantes, mas também na
manutencao da qualidade dos vegetais, o que pode ser verificado em abacates ‘Fuerte’
e ‘Hass’ que foram tratados com 6leo essencial de tomilho, aplicado por vaporizacao, e
armazenados em atmosfera modificada, pelo uso de embalagens, 0s quais mostraram

resultados no controle da antracnose apresentando reducéo da incidéncia e severidade
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da doenca, e na manutencao da qualidade dos frutos pela reducdo da perda de peso e

perda de firmeza, dos frutos armazenados a 10 °C por 18 dias (SELLAMUTHU;

SIVAKUMAR; SOUNDY, 2013).
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Figura 28. Efeito dos 6leos de tomilho (Thymus vulgaris - Tv) (A), de alecrim-pimenta
(Lippia sidoides - Ls) (B) e de capim-limado (Cymbopogon citratus - Cc) (C)
na firmeza de abacates ‘Hass’ inoculados armazenados por 7 dias a 22+2
°C e 65+5% UR. Médias + erro padrdo com letras minusculas iguais nao

diferem entre si, pelo teste de Tukey (P > 0,05) (n=4).
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Para a luminosidade da casca dos frutos do experimento com o 6leo de tomilho,
observou-se que os valores reduziram com o0 armazenamento dos abacates, indicando

0 escurecimento da casca (Tabela 11).

Tabela 11. Efeito do éleo de tomilho (Thymus vulgaris - Tv) na coloracdo da casca de

abacates ‘Hass’ inoculados armazenados por 7 dias a 22+2 °C e 65+5%

UR.
Dias de armazenamento
Tratamentos
14 17
—————————————————————————————— Luminosidade casca
Controle (dgua) 27,51 cA 25,61 cB
Controle (cera) 30,76 bA 29,52 abB
Cera + Tv (200 pL/L) 30,91 bA 30,74 aA
Cera + Tv (500 pL/L) 32,79 aA 28,50 bB
Cera + Tv (1000 pL/L) 34,04 aA 29,52 abB
------------------------------ Angulo Hue casca
Controle (agua) 36,52 bA 35,90 cA
Controle (cera) 105,57 aA 93,20 aB
Cera + Tv (200 pL/L) 105,81 aA 80,91 bB
Cera + Tv (500 pL/L) 106,35 aA 82,02 bB
Cera + Tv (1000 pL/L) 103,64 aA 98,01 aA
------------------------------ Cromaticidade casca
Controle (agua) 8,71 bA 4,65 aB
Controle (cera) 10,19 abA 5,32 aB
Cera + Tv (200 pL/L) 8,81 bA 5,84 aB
Cera + Tv (500 pL/L) 11,77 aA 6,26 aB
Cera + Tv (1000 pL/L) 11,98 aA 7,21 aB

Médias seguidas de mesma letra, minascula na coluna e maiuscula na linha, ndo diferem entre si, pelo
teste de Tukey (P>0,05).

No entanto, os frutos dos tratamentos com 500 e 1000 pL L™ do éleo em cera
aos 14 dias, apresentaram maiores valores de luminosidade, sugerindo a superioridade
destes tratamentos no retardo do escurecimento da casca dos frutos. Aos 17 dias de
armazenamento, notou-se que os frutos do controle, em agua, obtiveram os menores

valores comparados aos demais tratamentos.
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Para o angulo Hue da casca dos abacates, no experimento com o 6leo de
tomilho, os valores foram menores para os frutos do controle, imersos em agua, aos 14
e 17 dias de armazenamento, devido ao avancado estado de senescéncia que estes
frutos se encontravam, apresentando coloracéo escura e mais arroxeada (Tabela 11).

Aos 14 dias de armazenamento refrigerado os tratamentos com 500 e 1000 pL L~
! de 6leo de tomilho em cera, proporcionaram aos abacates maiores valores de
cromaticidade da casca, sugerindo atraso nas transformacdes dos pigmentos (Tabela
11). Esses resultados podem estar relacionados ao efeito destes tratamentos na
reducdo da doenca nos frutos, observados nos resultados do diametro e da incidéncia
da antracnose (Figuras 15A e 15B), contribuindo assim para a manutencdo da
qualidade dos frutos. Aos 17 dias, no entanto, ndo houve diferenca para a
cromaticidade da casca entre os tratamentos.

Durante o amadurecimento do abacate ‘Hass’ ocorrem mudancas da coloragao
da casa dos frutos de verde para purpura e de puUrpura para preto, indicado pela
reducdo na luminosidade, no angulo Hue e na cromaticidade (COSE et al., 2004). A
perda da coloracdo verde da casca dos frutos é devido a quebra da estrutura da
clorofila, como consequéncia da maturacao dos vegetais, ocasionada por fatores como
mudancas de pH e pela atividade de enzimas, tornando aparentes pigmentos ja
existentes e/ou novos pigmentos sintetizados, responsaveis pela coloragédo
caracteristica de cada espécie (AWAD, 1993; CHITARRA; CHITARRA, 2005).

Em relacdo a luminosidade da polpa dos frutos no experimento com o 6leo de
tomilho, em geral, foi observada pouca variacao entre os tratamentos durante o periodo
de armazenamento (Tabela 12). Ao final do periodo de avaliacdo, os valores de
luminosidade da polpa dos frutos do controle em &gua, permaneceram maiores em
comparacao aos frutos tratados com cera e 0s com cera associada ao 6leo de tomilho.
A aplicagédo de revestimentos a base de cera e quitosana a 1% e 1,5% em mangas
‘Tommy Atkins’, ndo afetaram a luminosidade da polpa dos frutos (MIGUEL, 2012).
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Tabela 12. Efeito do 6leo de tomilho (Thymus vulgaris - Tv) na coloracdo da polpa de

abacates ‘Hass’ inoculados armazenados por 7 dias a 22+2 °C e 65+5%

UR.
Tratamentos Dias de armazenamento
14 17
Luminosidade polpa
Controle (agua) 79,12 abA 77,91 aA
Controle (cera) 77,69 bA 75,01 bB
Cera + Tv (200 pL/L) 79,29 abA 74,46 bB
Cera + Tv (500 pL/L) 80,72 aA 74,78 bB
Cera + Tv (1000 puL/L) 80,15 abA 74,75 bB
------------------------------ Angulo Hue polpa
Controle (agua) 104,14 aA 96,99 bB
Controle (cera) 102,16 abA 102,52 a
Cera + Tv (200 pL/L) 99,87 bA 98,27 bA
Cera + Tv (500 pL/L) 99,79 bA 101,79 aA
Cera + Tv (1000 pL/L) 100,36 bB 104,90 aA
------------------------------ Cromaticidade polpa
Controle (agua) 31,77 cA 29,98 cB
Controle (cera) 33,59 bcA 32,43 bA
Cera + Tv (200 pL/L) 34,75 bA 35,51 aA
Cera + Tv (500 pL/L) 33,89 bA 35,08 aA
Cera + Tv (1000 pL/L) 36,96 aA 32,39 bB

Médias seguidas de mesma letra, mindscula na coluna e mailscula na linha, ndo diferem entre si, pelo
teste de Tukey (P>0,05).

Em relacdo ao angulo Hue da polpa dos frutos, para o experimento testando o
6leo de tomilho, a maior reducdo nos valores (de 104° para 97°) ocorreram nos
abacates do tratamento controle, indicando mudancga de coloragéo da polpa de verde
clara para amarela, como sinal de amadurecimento dos frutos (Tabelas 12). Mudanca
de coloracdo em frutos estd associada ao amadurecimento ou senescéncia, e
representa uma importante varidvel para a determinacdo da qualidade comestivel do
vegetal (CHITARRA; CHITARRA, 2005).

Para os valores de cromaticidade da polpa dos abacates, observaram-se
menores valores para os frutos do controle imersos em agua, aos 14 e 17 dias de

avaliacdo, em relacdo aos demais tratamentos (Tabela 12).
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A luminosidade da casca dos frutos, nos experimentos com o 6leo de alecrim-
pimenta foi reduzida a partir dos 14 dias de armazenamento dos abacates, sendo que
0s menores valores foram encontrados nos frutos imersos somente em agua, indicando
0 escurecimento (Tabela 13). Portanto, o uso da cera foi eficiente pois retardou o
escurecimento da casca dos abacates, ndo ocorrendo diferenga entre os frutos tratados
somente com cera daqueles com cera e 0 0leo de alecrim-pimenta. A associacao de
Oleo essencial de bergamota com revestimentos naturais a base de
hidroxipropilmetilcelulose e quitosana, também n&o foram eficientes na prevencdo do
escurecimento em uva ‘Moscatel’ (SANCHEZ-GONZALEZ et al., 2011a).

Tabela 13. Efeito do 6leo de alecrim-pimenta (Lippia sidoides - Ls) na coloracdo da

casca de abacates ‘Hass’ inoculados armazenados por 7 dias a 22+2 °C e

65+5% UR.
Tratamentos Dias de armazenamento
14 17
—————————————————————————————— Luminosidade casca
Controle (agua) 27,51 bA 25,61 bB
Controle (cera) 30,76 aA 29,52 aA
Cera + Ls (200 pL/L) 29,91 aA 28,53 aB
Cera + Ls (500 pL/L) 30,85 aA 29,33 aB
Cera + Ls (1000 pL/L) 30,74 aA 29,74 aA
—————————————————————————————— Angulo Hue casca
Controle (agua) 36,52 cA 35,90 dA
Controle (cera) 105,57 aA 93,20 abB
Cera + Ls (200 pL/L) 94,68 bA 98,31 aA
Cera + Ls (500 pL/L) 106,21 aA 88,70 bcB
Cera + Ls (1000 pL/L) 95,43 bA 84,10 cB
—————————————————————————————— Cromaticidade casca
Controle (agua) 8,46 aA 4,65 bB
Controle (cera) 9,19 aA 5,82 abB
Cera + Ls (200 pL/L) 7,87 aA 6,31 aB
Cera + Ls (500 pL/L) 8,82 aA 6,04 abB
Cera + Ls (1000 pL/L) 7,95 aA 6,52 aB

Médias seguidas de mesma letra, mindscula na coluna e mailscula na linha, ndo diferem entre si, pelo
teste de Tukey (P>0,05).
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No experimento com o 6leo de alecrim-pimenta, o angulo Hue da casca dos
abacates diminuiu a partir dos 14 dias de armazenamento dos frutos, sendo que o0s
frutos imersos em agua apresentaram diminuicdo mais acentuada para esta variavel
(Tabela 13). Esses resultados mostram o estado avancado de maturacao desses frutos,
0s quais apresentaram angulo de 36° indicando uma coloracdo de casca mais
arroxeada, em comparagcdo aos frutos dos demais tratamentos que apresentaram
angulo médio de 91°, sugerindo uma coloracdo mais proxima do verde.

Os menores valores para a cromaticidade da casca dos frutos foram observados
aos 17 dias de avaliagéo nos frutos do controle imersos em cera, com destaque para 0s
tratamentos com cera associada as concentracdes de 200 e 1000 pL L™ do éleo de
alecrim-pimenta, os quais diferiram significativamente dos frutos do controle em agua,
mostrando o efeito da cera em retardar a mudanca dos pigmentos presentes na casca
dos frutos (Tabela 13).

A luminosidade da polpa dos frutos, para o Oleo de alecrim-pimenta, nao
apresentou diferenca estatistica entre os tratamentos avaliados, aos 14 dias, no
entanto, ao final do periodo de avaliacdo, os frutos do tratamento do controle em cera,
apresentaram menores valores (Tabela 14).

Para o angulo Hue da polpa dos abacates, os frutos do tratamento do controle
em &agua apresentaram a maior reducdo dos valores, de 6,65° dos 14 aos 17 dias de
armazenamento, indicando maior mudanca de coloracdo da polpa destes frutos,
comparado aos frutos dos demais experimentos (Tabela 14).

Para a cromaticidade da polpa dos frutos, observou-se para o tratamento com o
6leo de alecrim-pimenta na concentracdo de 1000 uL L™ associado a cera, maiores
valores, o que indica atraso nas transformacdes dos pigmentos nos frutos deste

tratamento (Tabela 14).
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Tabela 14. Efeito do 6leo de alecrim-pimenta (Lippia sidoides - Ls) na coloracdo da

polpa de abacates ‘Hass’ inoculados armazenados por 7 dias a 22+2 °C e

65+5% UR.
Tratamentos Dias de armazenamento
14 17
------------------------------ Luminosidade polpa
Controle (dgua) 78,12 aA 78,16 abA
Controle (cera) 77,69 aA 75,01 bA
Cera + Ls (200 pL/L) 76,92 aA 75,35 abA
Cera + Ls (500 pL/L) 76,59 aA 76,63 abA
Cera + Ls (1000 pL/L) 74,35 aB 79,62 aA
------------------------------ Angulo Hue polpa
Controle (agua) 104,14 aA 97,49 bB
Controle (cera) 102,16 abA 102,52 aA
Cera + Ls (200 pL/L) 101,70 abA 98,84 bB
Cera + Ls (500 pL/L) 103,34 aA 102,69 aA
Cera + Ls (1000 pL/L) 99,34 bA 98,85 bA
------------------------------ Cromaticidade polpa
Controle (agua) 32,27 cA 30,73 cB
Controle (cera) 33,59 bcA 32,18 bcB
Cera + Ls (200 pL/L) 35,12 abA 33,90 aB
Cera + Ls (500 pL/L) 34,73 abA 32,98 abB
Cera + Ls (1000 pL/L) 35,27 aA 34,07 aB

Médias seguidas de mesma letra, mindscula na coluna e mailscula na linha, nao diferem entre si, pelo

teste de Tukey (P>0,05).

Para o experimento com o 6leo de capim-liméo, houve destague para a maior

concentracdo do 6leo, de 2000 pL L™ em cera, na prevencdo do escurecimento da

casca dos frutos, mantendo maiores os valores da luminosidade da casca dos frutos,

indicando atraso no amadurecimento, e/ou na senescéncia dos abacates (Tabela 15).

Os resultados encontrados para o angulo Hue neste experimento (com o 6leo de

capim-limédo), foram parecidos aos do experimento com 6leo de alecrim-pimenta

(Tabela 13), onde os menores valores foram observados nos frutos imersos somente

em agua (Tabela 15).
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Tabela 15. Efeito do 6leo de capim-limdo (Cymbopogon citratus - Cc) na coloracdo da

casca de abacates ‘Hass’ inoculados armazenados por 7 dias a 22+2 °C e

65+5% UR.
Tratamentos Dias de armazenamento
14 17
------------------------------ Luminosidade casca
Controle (agua) 25,48 cA 25,78 bA
Controle (cera) 27,69 abA 27,40 abA
Cera + Cc (1000 pL/L) 26,42 bcA 27,72 abA
Cera + Cc (1500 pL/L) 28,24 abA 28,15 aA
Cera + Cc (2000 pL/L) 28,51 aA 28,28 aA
------------------------------ Angulo Hue casca
Controle (agua) 63,06 bA 49,97 bB
Controle (cera) 77,52 aA 55,29 bB
Cera + Cc (1000 pL/L) 60,94 bB 69,18 aA
Cera + Cc (1500 pL/L) 85,35 aA 73,92 aB
Cera + Cc (2000 pL/L) 82,02 aA 74,14 aA
------------------------------ Cromaticidade casca
Controle (agua) 7,36 aA 4,98 aB
Controle (cera) 6,56 abA 4,00 aB
Cera + Cc (1000 pL/L) 5,29 bB 5,29 aB
Cera + Cc (1500 pL/L) 6,48 abA 5,34 aB
Cera + Cc (2000 pL/L) 5,90 bA 5,22 aA

Médias seguidas de mesma letra, mindscula na coluna e mailscula na linha, ndo diferem entre si, pelo
teste de Tukey (P>0,05).

Em relacdo aos valores de cromaticidade, ao final do periodo de avaliacdo néo
houve destague para a aplicacdo da cera nos frutos (Tabela 15).

Nos frutos do experimento com o 6leo de capim-limdo, verifica-se o maior
escurecimento da polpa dos abacates foi observado aos 17 dias de avaliagdo, com
reducdo média de 80,71 para 72,45, nos valores de luminosidade (Tabela 16). De
acordo com Chitarra e Chitarra (2005) o escurecimento da polpa de frutos ocorre devido
a oxidacdo enzimatica de fendis, resultando em formacdo de pigmentos escuros

responsaveis pela coloracao escura dos tecidos vegetais.
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Tabela 16. Efeito do 6leo de capim-limdo (Cymbopogon citratus - Cc) na coloracéo da

polpa de abacates ‘Hass’ inoculados armazenados por 7 dias a 22+2 °C e

65+5% UR.
Tratamentos Dias de armazenamento
14 17
------------------------------ Luminosidade polpa
Controle (dgua) 75,86 aA 74,08 aB
Controle (cera) 74,06 abA 73,68 aA
Cera + Cc (1000 pL/L) 75,64 aA 72,95 abB
Cera + Cc (1500 pL/L) 74,48 abA 71,30 bcB
Cera + Cc (2000 pL/L) 72,23 bA 70,27 cB
------------------------------ Angulo Hue polpa
Controle (agua) 101,52 bA 97,48 aB
Controle (cera) 100,50 bA 98,07 aB
Cera + Cc (1000 pL/L) 100,69 bA 98,75 aA
Cera + Cc (1500 pL/L) 102,89 abA 99,21 aB
Cera + Cc (2000 pL/L) 105,87 aA 98,74 aB
------------------------------ Cromaticidade polpa
Controle (agua) 75,86 aA 74,08 aB
Controle (cera) 74,06 abA 73,68 aA
Cera + Cc (1000 pL/L) 75,64 aA 72,95 abB
Cera + Cc (1500 pL/L) 74,48 abA 71,30 bcB
Cera + Cc (2000 pL/L) 72,23 bA 70,27 cB

Médias seguidas de mesma letra, mindscula na coluna e mailscula na linha, ndo diferem entre si, pelo
teste de Tukey (P>0,05).

Os frutos tratados com a maior concentracéo do 6leo de capim-liméo, de 2000 uL
L em cera, apresentaram maiores valores do angulo Hue da polpa, aos 14 dias de
avaliacdo. As médias diferiram significativamente dos controles e da menor
concentragdo do Oleo em cera, no entanto, aos 17 dias ndo houve variagdo dos
resultados entre os tratamentos (Tabela 16).

Para a cromaticidade da polpa dos frutos, observou-se que houve diminuicdo nos
valores ao final do periodo de avaliacdo, para todos os tratamento, exceto para 0s
frutos do controle em cera (Tabela 16).

Os resultados obtidos para as analises relacionadas a cor da casca dos abacates
neste trabalho, em geral, evidenciam o efeito da cera no retardo dos processos

relacionados ao amadurecimento e senescéncia dos frutos, por meio da modificacdo da
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composicdo de gas ao redor dos vegetais, resultando na diminuigdo da respiracdo dos
frutos (CHITARRA; CHITARRA, 2005).

Para a avaliacdo de acidez titulavel dos abacates, aos 14 dias de
armazenamento os valores foram maiores para os frutos do controle imersos em agua
(Figura 29 A). No entanto, ao final do periodo, a acidez dos frutos tratados com cera
associada ao 6leo de tomilho permaneceu maior, apresentando diferenca significativa
entre os frutos do controle com agua e os frutos tratados com cera e 6leo de tomilho a
200 e 500 pL L, indicando uma possivel resisténcia desses frutos a doenca devido a
maior acidez encontrada. I1sso pode ser verificado na Figura 18 A, que mostra menor
didmetro da lesdo da antracnose nos frutos tratados com cera associado ao 6leo de
tomilho, uma vez que, de acordo com Fischer et al. (2009), a relacdo de
resisténcia/suscetibilidade a antracnose esta associado ao teor de acidez titulavel em
mangas, estando relacionado o aumento de infecdo da doengca com a diminuicdo da
acidez dos fruto.

Quanto aos Oleos essenciais de alecrim-pimenta e de capim-limdo, para a
variavel de acidez titulavel dos frutos, foi observado o mesmo comportamento verificado
para o experimento com o 6leo de tomilho, nos quais os valores de acidez dos frutos
foram maiores nos abacates do controle, imersos em &gua, aos 14 dias de
armazenamento, porém, aos 17 dias, a acidez dos frutos tratados com cera associado
aos oleos foi significativamente maior (Figura 29 B e C).

De acordo com Chitarra e Chitarra (2005) o teor de acidos organicos na maioria
dos vegetais tende a diminuir com o amadurecimento, pela utilizagdo como substrato
respiratério e em reacfes de sintese de novos compostos, no entanto, para este
trabalho foi observado diminuicdo da acidez titulavel dos frutos, ao final do periodo de

avaliacao, somente para o experimento com o 6leo de capim liméo (Figura 29 C).
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Figura 29. Efeito dos 6leos de tomilho (Thymus vulgaris - Tv) (A), de alecrim-pimenta
(Lippia sidoides - Ls) (B) e de capim-limado (Cymbopogon citratus - Cc) (C)
na acidez titulavel de abacates ‘Hass’ inoculados armazenados por 7 dias a
2242 °C e 65+5% UR. Médias + erro padrdo com letras mindsculas iguais
nao diferem entre si, pelo teste de Tukey (P >0,05) (n=4).
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Os teores de sdlidos sollveis dos abacates aumentaram em meédia de 5,2 para
6,1 °Brix aos 14 dias de armazenamento, indicando o amadurecimento dos frutos, no
experimento com o O6leo de tomilho (Figura 30 A). Os frutos tratados com cera
associada ao 6leo de tomilho permaneceram com maiores valores aos 14 dias, e aos
17 dias houve pequena variagdo entre os tratamentos. Em geral, os revestimentos
aplicados em frutos atrasam o seu amadurecimento devido & modificagdo na atmosfera
interna dos vegetais, no entanto, isto néo foi verificado nos frutos revestidos com cera,
uma vez que os frutos que ndo receberam a aplicacdo da cobertura apresentaram
menores teores de sdlidos sollveis, os quais tendem a aumentar durante o
amadurecimento da maioria dos vegetais.

Nos experimentos com os 6leos de alecrim-pimenta e de capim-liméo os valores
para SS dos frutos também aumentaram aos 14 dias de armazenamento dos abacates,
como consequéncia do amadurecimento dos frutos, porém, o aumento desses teores
para os frutos do experimento com o 6leo de L. sidoides foi pouco expressivo, tendo um
aumento em média de 5,2 para 5,6 °Brix, enquanto que para os frutos do experimento
com o 6leo de capim limdo o aumento médio para os SS foi de 7,1 para 10,3 °Brix
(Figura 30 B e C). Os frutos do experimento com o 6leo de capim limao apresentaram
médias maiores de SS nos frutos desde o inicio de experimento, em relacdo aos
experimentos com os 6leos de tomilho e de alecrim-pimenta (Figura 30 C).

Ao final do periodo de avaliacao, os frutos tratados com cera associada ao 6leo
de alecrim-pimenta obtiveram maiores valores de SS nos frutos em comparacdo ao
tratamento controle, frutos imersos em agua (Figura 30 B). No entanto, para o
experimento com o 6leo de capim limdo, ndo houve diferenca entre os tratamentos

analisados aos 17 dias de avaliacdo (Figura 30 C).
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Figura 30. Efeito dos 6leos de tomilho (Thymus vulgaris - Tv) (A), de alecrim-pimenta
(Lippia sidoides - Ls) (B) e de capim-limado (Cymbopogon citratus - Cc) (C)
nos solidos soluveis de abacates ‘Hass’ inoculados armazenados por 7 dias
a 22+2 °C e 65+5% UR. Médias + erro padrdo com letras mindsculas iguais
nao diferem entre si, pelo teste de Tukey (P > 0,05) (n=4).
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Os oOleos avaliados no presente trabalho, apresentaram efeito no crescimento
micelial de C. gloeosporioides in vitro e na germinagéo conidial do fungo, sendo que as
doses minimas inibitorias do fungo foi dependente do 6leo utilizado, sendo que para 0s
oleos de tomilho (T. vulgaris) e de alecrim-pimenta (L. sidoides) o melhor resultado foi a
partir de 200 uL L™ do 6leo, enquanto que para o 6leo de capim-lim&o (C. citratus) foi de
1000 pL L* para o crescimento micelial, e a partir de 50 pL L™ para a germinacéo
conidial do patogeno.

Os melhores resultados observados para o controle da doenca nos frutos, foram
com os Oleos de tomilho (T. vulgaris) e de alecrim-pimenta (L. sidoides), nas
concentraces de 500 e 1000 pL L™ de 6leo associados & cera de carnatba, sendo
mais eficientes na reducao do sintoma da doenca, e ha manutencédo da qualidade dos

abacates ‘Hass’.
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5. CONCLUSOES

O uso de quitosana a partir da concentragcédo de 1,0% inibe o crescimento micelial
e a germinacdo de conidios de C. gloeosporioides in vitro, e quando aplicada em
abacates ‘Breda’ a 1,0%, e em abacates ‘Hass’ a 2,0%, é eficiente na reducdo dos
sintomas e da incidéncia da antracnose nos frutos, e na manutenc¢édo da qualidade dos
mesmos.

Os Oleos de tomilho (T. vulgaris) e de alecrim-pimenta (L. sidoides), nas
concentracdes a partir de 200 pL L™, inibiem o crescimento micelial e a germinacgéo
conidial de C. gloeosporioides, enquanto que as concentracdes de 500 e 1000 pL L™
dos Oleos associados a cera de carnauba sdo mais efetivas na reducdo dos sintomas

da antracnose, e na manutencao da qualidade dos abacates ‘Hass'.
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6. CONSIDERACOES GERAIS

Na presente pesquisa, a quitosana demonstrou ser uma alternativa natural na
reducdo dos sintomas da antracnose em abacates na pdés-colheita, e para a
manutencdo da qualidade dos frutos, no entanto, a concentracdo recomendada do
produto depende da variedade de abacate testada, visto que, os resultados em relacao
a qualidade dos frutos podem variar com a espécie utilizada.

Os Oleos essenciais testados no presente trabalho, apresentaram-se como
potenciais tratamentos naturais na reduc¢do dos sintomas da antracnose na pos-colheita
de abacate ‘Hass’ e na manutencdo da qualidade dos fruto, quando associados a
revestimentos como a cera.

Sendo assim, o0s produtos naturais com propriedades antimicrobianas
apresentam-se como potenciais tratamentos contra patdgenos importantes em frutos na
etapa de pos-colheita. Da mesma forma, a associacdo desses produtos a revestimentos
comestiveis aplicados em frutos contribuem para a manutencdo da qualidade dos
mesmos, indicando a importancia e a necessidade de pesquisas nessa area
abrangendo também outros vegetais e suas respectivas doencas de ocorréncia na pés-

colheita.
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1. Efeito inibitério de quitosana no crescimento micelial de Colletotrichum
gloeosporioides, isolado de abacate ‘Hass’, ap6s 7 dias a 27+1 °C.
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2. Efeito inibitorio do 6leo de tomilho (Thymus vulgaris) (A), de alecrim-pimenta (Lippia
sidoides) (B e C) e de capim-limdo (Cymbopogon citratus) (D) no crescimento
micelial de Colletotrichum gloeosporioides, isolado de abacates ‘Hass’, apds 7 dias a

27+1 °C.



