387

CRESCIMENTO IN VITRO DE FUNGOS (Colletotrichum gloeosporioides e
Cladosporium cladosporioides) ISOLADOS DE FRUTOS DO MAMOEIRO,
SOB ATMOSFERA CONTROLADA E REFRIGERACAO!

DANIELA GOUVEIA VIEIRA?, ROBERTA MANHAES DA SILVA2, OTNIEL FREITAS SILVAS3,
MARCOS JOSE DE OLIVEIRA FONSECA?3, ANTONIO GOMES SOARES?, ROBERTO ALEXANDRE COSTA*

RESUMO - O uso combinado das tecnol ogias de atmosfera controlada e de refrigeracéo, em frutas tropicais, ndo apresenta ainda resultados
satisfatorios, talvez pela suscetibilidade a injaria por frio, agravada nas condi¢des de controle atmosférico. Como ha indicios de que a
amosferacontroladatem efeito fungistético, estetrabal ho foi el aborado paraseverificar, invitro, suainfluénciasobre doisfungosfitopatogénicos
do maméo: Colletotrichum gloeosporioides e Cladosporium cladosporioides, sob refrigeracéo. Colnias destes fungos foram submetidas a
duas temperaturas de armazenamento (10 e 25° C), aduas atmosferas (ambiente e controlada com 3% O, e 6% CO,) e por dois periodos (7 ou
14 dias). Apo6s este armazenamento, as placas foram incubadas a 25° C sob atmosfera ambiente, por mais sete dias. Foi verificado menor
crescimento da col 6nia de Colletotrichum gloeosporioides sob refrigeracdo, em relacdo ao armazenamento a 25° C, inclusive apds o periodo
adicional a25° C, independentemente daatmosfera de armazenamento. N&o se verificou efeito inibitdrio significativo daatmosferacontrolada
a 10° C, sobre o crescimento de Colletotrichum gloeosporioides. O crescimento deste fungo somente foi reduzido quando armazenado sob
amosferacontroladaa25° C, em rel agéo ao armazenamento em atmosferanormal. O crescimento do fungo Cladosporium cladosporioidesfoi
reduzido a 10° C, em relacdo ao armazenamento a 25° C, em ambos 0s periodos de armazenamento, independentemente da atmosfera de
armazenamento. Apos sete dias a 25° C, o crescimento de Cladosporium cladosporioides foi menor nas placas que foram armazenadas por 14
diasa10° C, pelainfluénciadarefrigeracdo e de um possivel efeito residual da atmosfera controlada deletério ao crescimento da col6nia. A
atmosfera controlada reduziu o crescimento da coléniade C. cladosporioides, a25° C, em relagdo a atmosfera normal.

Termos para indexacdo: colénia de fungo, atmosfera controlada, Carica papaya, Colletotrichum gloeosporioides, Cladosporium
cladosporioides

IN VITRO GROWTH OF Colletotrichum gloeosporioides AND Cladosporium cladospodioides
UNDER CONTROLLED ATMOSPHERE AND REFRIGERATION

ABSTRACT - The use of these combined technologies in tropical fruits does not present satisfactory results yet, most of the time because of
the fruits injury by chilling. This injury could be intensified under atmospheric control conditions. There are evidences that the controlled
atmosphere has fungistatic effect. Therefore, the objective of this work was verifying, in vitro, the influence of controlled atmosphere and
temperature on the two pathogenic fungi from papaya fruit: Colletotrichum gloeosporioides and Cladosporium cladosporioides. These
fungi had been storage under two temperatures, atmospheres and period of incubation patterns (10°C and 25°C; ambient and controlled - 3%
O, and 6% CO,,, 7 or 14 days. After this period of storage, the contaminated plates had been incubated at 25°C under environment atmosphere
for seven days more. It was verified asmall growth of Colletotrichum gloeosporioides under refrigeration, also after additional period at 25°C.
At 25° C, the growth of this fungus was also reduced when stored under controlled atmosphere. On the other hand, it was not verified
significant inhibitor effect of the controlled atmosphere at 10°C on the growth of C. gloeosporioides. The growth of Cladosporium
cladosporioides was reduced at 10°C in both periods of storage. After seven days at 25°C, C. cladosporioides showed a small growth in the
plates that had been stored for 14 days, because the influence of the refrigeration and the controlled atmosphere. Finally, the controlled
atmosphere reduced the growth of the C. cladosporioides at 25°C. This effect was not observed at 10°C for C. gloeosporioides.

Index terms: controlled atmosphere, Carica papaya, Colletotrichum gloeosporioides, Cladosporium cladosporioides

INTRODUCAO

A contaminagdo fungica em mamao € uma das causas de
perdas pds-colheita e pode ser causada por vérias espécies que
colonizam os tecidos e causam perdas significativas, destacam-se,
entre outros, Colletotrichum gloeosporioides e Cladosporium
cladosporioides (Pereset a., 2003). Colletotrichum gloeosporioides
€0 principal agente causador de perdas em pds-colheita de mamao,
segja na forma de podridéo peduncular, sgja na forma de antracnose
na casca, alcancando, até, a polpa do fruto (Nery-Silva, 1999).
Cladosporium cladosporioides pode ser isolado do ar, solo, frutas
estocadas, graos, géneros alimenticios, entre outros. A temperatura
Gtima para seu crescimento varia de 18°C a 28°C, porém apresenta
também bom crescimento entre astemperaturas maximas 28°C — 32°C
eminimade- 6°C (Snowdon, 1991).

A atmosfera controlada (AC) é definida como o
armazenamento realizado sob condi¢des de composicdo daatmosfera
conhecida e diferente daguela presente na atmosfera do ar normal

(Lana, 2000). Normalmente, a AC € associada a refrigeracdo para
otimizar seu efeito. Os efeitos das altas concentragdes de CO, e
baixas de O, sobre arespiracéo e 0 amadurecimento sdo aditivos. No
entanto, niveis de CO, acima do limite de tolerancia podem causar
injuria, eniveisde O,, abaixo do limite detolerancia, podeminduzir a
respiragao anaerobia. A manutencéo de, no minimo, 1-3% de O, &
necessariaparaevitar mudancas de respiracao aerdbiaparaanaerobia,
oquemudariaarotaglicolitica: 0 acido piravico deixade ser oxidado,
paraser descarboxilado aacetaldeido, CO, e etanol (Lana, 2000).
Wszelaki e Mitcham (2000) constataram que 15kPA de CO,,
associados ou ndo a 40kPa de O,, foi o tratamento que promoveu
maior supressdo do crescimento de Botrytis cinerea in vitro, apds 7
dias. Em todos os tratamentos, o crescimento do fungo aumentou ao
sedesfazer acondicdo de atmosfera controlada, indicando ndo haver
efeito residual ou efeito fungicida. Yackel et a. (1971) verificaram
sensibilidade diferenciada para 7 fungos causadores de doencas
pés-colheita (Penicillium expansum, Aspergillus niger, Mucor
hiemalis, Fusarium bulbigenum, Cladosporium herbarum, Rhizopus
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oryzaeeAlternaria p.), mas que estaseriarel acionadaatemperatura,
sendo mais efetiva sob refrigeracdo e com tendéncia de reducéo do
crescimento fungico. O crescimento inicial de Cladosporium
herbarumfoi reduzido pelo armazenamento sob AC, e estareducdo
foi maior quanto menor a temperatura. Atualmente, este fungo €
denominado Cladosporium cladosporioides. O objetivo do presente
estudo foi comparar o crescimento invitro dosfungos Colletotrichum
gloeosporioides e Cladosporium cladosporioides (patdgenos na
fase de pds-colheita do maméo), durante o armazenamento sob
atmosfera controlada, em condi¢des de refrigeracdo e temperatura
ambiente.

MATERIAL E METODOS

Os experimentos foram realizados nos Laboratérios de
Patologia Pés-colheita e Fisiologia Pés-colheita da Embrapa
Agroindustriade Alimentos, Rio de Janeiro-RJ.

Naprimeiraetapa, osfungos Colletotrichum gloeosporioides
e Cladosporium cladosporioidesforamisolados de mamé&o infectado
etransferidosparaplacasde Petri (60 X 15 mm) descartével's, contendo
meio Dicloran Rose Bengal Cloranfenicol Agar (Agar DRBC) e
mantidos em cAmaras a25°C, por sete dias. Ap6s o crescimento dos
isolados, foram feitas repicagens consecutivas até a obtencdo de
culturas puras. Por meio de preparagdes em |aminas e observactes
a0 microscopio, identificaram-se 0s organismos baseada em suas
caracteristicas morfolégicas. Apds o periodo de incubacdo de
aproximadamente sete dias, discos com micélio de cada fungo
(Colletotrichum gloeosporioides e Cladosporium cladosporioides)
foram transferidos para placas de Petri de 150mm de diédmetro X 15
mm dealtura (sendo um disco paracada placa) contendo Agar DRBC;
atampa de cada placafoi levemente inclinada, para permitir que a
atmosfera programada para cada microcamara entrasse em contato
direto com o fungo inoculado. O experimento foi montado, nas
microcamaras, em quatro tratamentos: atmosfera ambiente com pO,
de 21%, pCO, de 0 %, a10°C; atmosfera ambiente com pO, de 21%,
pCO, de 0%, a25°C; atmosferacontroladacom pO,de 3 % epCO,de
6%, a10°C e4) atmosferacontroladacom pO, de 3% e pCO, de 6 %,
a25°C, em 5replicatas de cadatratamento.

O crescimento radial do patdgeno foi estebelecido mediante
determinacdo do didmetro dacolbnia, aos 7 e 14 dias. Apbsaavaiacio
inicial, as placas foram colocadas mais sete dias em temperatura e
atmosfera ambientes, quando seus diémetros foram novamente
medidos, para verificag8o de algum possivel efeito residual sobre o
crescimento da colénia.

Foi adotado o delineamento inteiramente casualizado, com 5
replicatas, em esquemafatorial com 2 atmosferas, 2 temperaturasde
armazenamento e4 periodos de armazenamento (2x2x4). Foi redlizeda
andlisedevarianciae utilizado o teste de Tukey, a5% de probabilidade.

RESULTADOS E DISCUSSAO

As andlises de variéncias dos dados obtidos para os fungos
Colletotrichum gloeosporioides e Cladosporium cladosporioides
revelaram que as interagdes entre temperaturaXatmosferaX data de
avaliacdo e atmosferaX data de avaiacdo foram ndo-significativas a
5% de probabilidade, pelo teste F. Assim, foram estudados paraambos
os fungos os efeitos das interagcdes entre atmosferaXtemperatura
(p<0,01 ep<0,01) etemperaturaxX datade avaliacdo (p<0,01 e p<0,05,
respectivamente) (Tabelal).

1. Colletotrichum gloeosporioides

O crescimento da col dniade Coll etotrichum gl oeosporioides
foi menor sob temperatura de armazenamento a10°C, durante 7 e 14
dias, em cAmarafria (Tabela 2), continuando menor apds o periodo
posterior de sete dias, a 25° C, a que todas as placas foram
submetidas, em relagdo as placas armazenadas a 25° C. Ndo houve
diferenca significativa para o crescimento da coldnia de

Colletotrichum gloeosporioides entre os periodos de permanéncia
emcamarafriaal10°C (7 ou 14 dias), 0 que comprovaaagdo efetivada
temperatura na inibi¢cdo de seu crescimento. Ao expor as placas a
temperatura de 25° C por periodo adicional de sete dias, ocorreu
intenso e significativo crescimento das coldnias. Ap6s 7 dias a 25°
C, ndo houve diferenca significativa do crescimento entre as placas
anteriormente armazenadas por 7 ou 14 dias, a10° C.

O crescimento da col6nia, sete dias apds 0 armazenamento,
foi maior naguel as placas que haviam sido armazenadas previamente
por sete dias, em relacdo aquelas armazenadas por 14 dias,
independentemente daatmosferade armazenamento (Tabela2). Uma
possivel explicacdo é que, naquel as placas armazenadas por 14 dias
e submetidas & atmosfera controlada, o crescimento possa ter sido
menor. |sto ndo pode ser visualizado devido ainteragdo temperatura
e atmosfera ter sido ndo-significativa (Na Tabela 2, somente séo
apresentados os dados referentes a interacéo de temperatura e
periodos de avaliacd0). Assim, apds o armazenamento por 14 dias
em atmosfera controlada, a 25° C, o crescimento da col6nia de
Colletotrichum gloeosporioides pode ter sido inibido pela restricdo
de oxigénio eaumento daconcentragdo de didxido de carbono, mesmo
expondo-o, posteriormente, & atmosfera normal por sete dias. Nas
placas armazenadas por sete dias, o efeito deletério da atmosfera
controlada pode ndo ter sido téo extenso quanto seria por 14 dias.
Vale ressaltar que esta especulagéo sobre o possivel efeito da
atmosfera controlada somente pode ser valida no armazenamento a
25° C, temperatura esta que ndo inibe o crescimento das colénias de
C. gloeosporioides.

Seriatambém esperado que houvesse didmetro de crescimento
absol uto mai or nas placas armazenadas por maistempo (14 dias), em
qualquer dastemperaturas, seguido demais7 diasa25° C. A possivel
explicacdo para este fato é que o armazenamento sob refrigeracdo
reduziu o crescimento das col 6nias em maior magnitude, quanto maior
for o periodo de exposi¢do a esta condi¢do de armazenamento.

Houve diferenca significativa no crescimento das coldnias
de C. gloeosporioides, sob atmosfera ambiente e atmosfera
controlada, a 25°C, ou sgja, a atmosfera controlada, por si 0, foi
efetiva na inibicdo dos fungos que permaneceram nas camaras, a
25°C. O mesmo nhdo foi observado a 10°C, indicando que o controle
atmosférico ndo é eficiente sob armazenamento refrigerado (Tabela
3). O crescimento das coldnias foi, estatisticamente, reduzido sob
refrigeragdo, em ambas as atmosferas de conservacso.

2. Cladosporium cladosporioides

N&o houve diferenca significativa para o crescimento das
colbnias de Cladosporium cladosporioides, entre os periodos de
permanéncia (7 ou 14 dias) na cAmara fria a 10°C. No entanto,
observou-se maior crescimento nas placas armazenadas por 14 dias,
a25°C, em relagdo ao periodo de sete dias (Tabela 4), evidenciando
quearefrigeracdo, por si sg, inibiria parcial mente o crescimento das
colbnias do fungo Cladosporium cladosporioides.

O didmetro das col6nias de C. cladosporioides foi maior
naquelas placas que haviam permanecido mais tempo sob
refrigeracéo (14 diasa10° C), ap6s 7 dias, a25° C (Tabela4). Por outro
lado, foi observado resultado inverso em armazenamento a 25° C.
Apbsperiodo adicional desetedias, a25° C, houve maior crescimento
das coldnias de C. cladosporioides armazenado por sete dias, a 25°
C, emrelagdo a 14 dias. A contradicdo encontrada, possivelmente,
pode ser atribuidaainfluénciadaatmosferacontroladasobre o fungo,
durante o periodo de armazenamento (7 ou 14 dias). No caso do
armazenamento a10° C, aatmosfera controladando teriaefeito sobre
0 crescimento micelia, devido a restri¢do ao crescimento imposto
pela refrigeracdo. Assim, apds a remocdo da refrigeracao, o fungo
armazenado em qual quer periodo detempo teriacondigdes de crescer
em temperaturanormal . Entretanto, ao se armazenar o fungo a25° C,
a atmosfera ambiente influenciaria no crescimento da col6énia,
restringindo seu desenvolvimento posterior quanto maior fosse seu
periodo de armazenamento, sob atmosfera controlada.

Rev. Bras. Frutic., Jaboticabal - SP, v. 28, n. 3, p. 387-390, Dezembro 2006



D.GVIEIRA €&t A. 389

Houve menor crescimento das col dnias que permaneceram a
10°C, quando comparado com atemperaturade 25°C, durante sete e
14 dias. Ao expor o fungo a 25° C, por mais 7 dias, observaram-se
resultados contraditérios em fungdo da extensdo do periodo prévio
derefrigeracdo. Naquel as placas que haviam permanecido por 7 dias
a10° C, apbs 7 dias a 25°C (Tabela 4), o crescimento manteve-se
menor. Contraditoriamente, foi verificado maior crescimento dacoldnia
a 10° C, por 14 dias, apbs 7 dias a 25° C, em relacdo aquelas
armazenadas pelos mesmos 14 diasa 25° C (Tabela 4).

Os didmetros das col 6nias foram maiores a 25° C, em ambas
as atmosferas de armazenamento (Tabela 5), confirmando que a
refrigeracdo reduz o crescimento fungico. Nao houve diferencapara
crescimento micelia natemperatura de 10°C, no que diz respeito a
acdo dasatmosferas (Tabela5). Observou-se menor crescimento das
colbnias de C. cladosporioides que foram submetidos a atmosfera
controladaa25°C (Tabeab). O efeito deletério darestricdo atmosférica
(j& mencionada para C. gloeosporioides) sobre o crescimento das
colénias de C. cladosporioides pode, assim, ser verificado. Isto
significa que, em temperatura mais elevada, a atmosfera controlada
mostrou-se efetiva parareducdo do desenvol vimento fingicoinvitro.

Pelas Tabelas 2 e 4, pode-se sugerir efeito fungistético, e ndo
fungicida, daatmosfera controlada, pois houve crescimento apds os
periodos de armazenamento (7 e 14 dias). Ndo se pode inferir muito
sobre esta questdo, pois, nestas tabelas, sdo apresentados os efeitos
gerais de temperatura e de data de avaliacdo, ou melhor, as médias
das duas condicBes atmosféricas.

Fonseca et al. (2004) verificaram a incidéncia de algumas
doengasem maméap, como: antracnose, podridéo peduncular emancha

chocolate, durante o armazenamento sob atmosfera controlada
contendo 6% de CO, atemperaturade 10°C. Estes autores sugeriram
que a elevacdo dos niveis de CO, pode ter promovido injdria
fisioldgica na casca dos frutos e a consequente manifestagdo das
doencas citadas. Fonseca (2002) ndo verificou diferencanaocorréncia
de doengas em maméo produzido durante o inverno e armazenado
sob atmosferacontrolada contendo 3% de CO, e atmosferanormal, o
gue pode ser indicio de que o frio estacional pode ter condicionado
os frutos atoleréncia ao frio.

Tian et al. (2005) verificaram o efeito benéfico daatmosfera
controlada (5% O2 e 5% CO2) em relacdo aatmosferamodificadae
atmosferanormal, no armazenamento a3° C, o que contribuiu paraa
reducdo da deterioragdo e descoloracdo em lichia (Litchi chinensis
Sonn.) cv. Heiye, uma fruta de clima subtropical. Babic & Watada
(1996) verificaram que aatmosfera controladareduziu o crescimento
microbiano em espinafre minimamente processado em até 100 vezes,
desde que estahortalicaestivesse armazenadaaté 5° C por, no maximo,
7 dias.

Emboraacombinacdo entre atmosferacontrolada, tratamento
hidrotérmico (63° C por 12s) e controle bioldgico (com a levedura
Pichia guilliermondii Wickerham) tenha reduzido a deterioragcdo
por Botrytiscinerea Pers.:Fr. em morango apés5 dias, a5° C, mais2
diasa20° C e apbs 14 diasa5° C mais 2 dias a 20° C, Wszelaki &
Mitcham (2003) n&o verificaram diferencasignificativaemrelagdo ao
uso de atmosfera controlada i soladamente. Desta forma, os autores
concluiram gque ndo houve controle superior ao tratamento comercial
de15%CO,,

TABELA 1-Resumo daandlise devarianciaparao didmetro das col dnias de Coll etotrichum gl oeosporioides e Cladosporium cladosporioides.

Fonte de variacao G.L. C. gloeosporioides C. cladosporioides
Quadrado médio Quadrado médio
Atmosfera (ATM) 1 431,99** 589,97%**
Temperatura (TEMP) 1 16.698,22** 1.302,09%*
Data de avaliagao (DATA) 3 4.564,96** 1.042,00%*
ATM x TEMP 1 115,44* 256,71%*
ATM x DATA 3 5,44 18,52™
TEMP x DATA 3 724,00%* 262,67**
ATM x TEMP x DATA 3 39,81 9,59 ™
Residuo 64 22,49 9,03
C.V.% 14,142 20,498

** ggnificativos a 1% de probabilidade; * significativo a 5% de probabilidade;"s ndo-significativo

TABELA 2—Diametros médiosdas col 6nias de Coll etotrichum gloeosporioides (em mm) nasdiferentestemperaturas, durante 0 armazenamento

Temperatura Periodo total
Periodo de armazenamento | Periodo adicional de 7 dias, a 25° C, para ambos
(dias) os periodos de armazenamento (7 e 14 dias)
7 14 7+7 14+7
10°C 1,70 Bb 1,80 Bb 38,00 Ba 34,39 Ba
25°C 37,05 Ad 43,25 Ac 63,85 Aa 48,25 Ab

* Médias seguidas de uma mesmalletra, mailiscula na coluna e mintscula nalinha, ndo diferem entre si, pelo teste de Tukey, a 5% de probabilidade.
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TABELA 3 - Diédmetros médios de crescimento de Colletotrichum gloeosporioides (em mm) nas diferentes atmosferas e temperaturas de

armazenamento.
Temperatura Atmosfera
Ambiente Controlada
10° C 20,09 Ba 17,85 Ba
25°C 51,62 Aa 44,57 Ab

* Médias seguidas de uma mesma letra, maitscula na coluna e mindscula nalinha, ndo diferem entre si, pelo teste de Tukey, a 5% de probabilidade.

TABELA 4 — Diametros médios de crescimento de Cladosporium cladosporioides (em mm) nas diferentes temperaturas, durante o

armazenamento.

Temperatura

Periodo total

Periodo de armazenamento

Periodo adicional de 7 dias, a 25° C, para ambos

(dias) os periodos de armazenamento (7 e 14 dias)
7 14 7+7 14+7
10°C 1,80Bc 3,60Bc 16,30Bb 20,80Aa
25°C 12,33Ac 16,55Ab 27,80Aa 18,10Bb

* Médias seguidas de uma mesma letra, maiUscula na coluna e mindscula nalinha, ndo diferem entre si, pelo teste de Tukey, a 5% de probabilidade.

TABELA 5 - Diametros médios de crescimento de Cladosporium cladosporioides (em mm) nas diferentes atmosferas e temperaturas de

armazenamento.
Temperatura Atmosfera
Ambiente Controlada
10°C 11,55Ba 9,70Ba
25°C 23,20Aa 14,19Ab

* Médias seguidas de uma mesma letra, maiUscula na coluna e mindscula nalinha, ndo diferem entre i, pelo teste de Tukey, a 5% de probabilidade.

CONCLUSOES

1) Foi verificada a redugéo do crescimento das coldnias dos
fungos Colletotrichum gloeosporioides e Cladosporium
cladosporioides, no armazenamento a25° C, submetidasaatmosfera
controlada. Tal efeito ndo foi significativo natemperatura usual de
refrigeracdo (10° C) para exportagdo do mamao pelos produtores
brasileiros. Assim, o possivel beneficio da atmosfera controlada no
controle de pat6genos em pds-col heita do maméo in vitro, somente
deveraser visualizado em temperaturas de refrigeracéo acimade 10°
C, queretardem o metabolismo do fruto e possibilitem que o controle
da atmosfera exerca seu efeito fungistético.

2) Novos experimentos devem ser conduzidos para testar a
eficiéncia da atmosfera controlada para os demais patdgenos do
mamao em pds-colheita, bem como a combinagdo desta tecnologia
com temperaturas mais brandas de refrigeracéo, evitando-se um
possivel efeito sinergistico da temperatura e atmosfera controlada
promevendo injdriapor frio. Outro fator importante aser estudado é
a concentragdo de CO, ideal paraevitar injdriafisiologica
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