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RESUMO

MARO, Luana Aparecida Castilho, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, fevereiro
de 2010. Controle do bolor verde em citros com produtos alternativos aos
agroquimicos. Orientador: Luiz Carlos Chamhum Salomio. Co-orientadores:
Olinto Liparini Pereira, Paulo Roberto Cecon e Dalmo Lopes de Siqueira.

O bolor verde, causado pelo fungo Penicillium digitatum, é uma das principais
doencas na pds-colheita dos frutos citricos. Neste trabalho foram testados os efeitos de
produtos alternativos aos agroquimicos no controle do bolor verde em tangerinas
‘Poncd’ e em laranjas ‘Valéncia’. Frutos fisiologicamente maduros foram feridos
superficialmente na regido equatorial com um tubo de 9 mm de didmetro preenchido
por agulhas e inoculados com uma suspensdo de conidios de P. digitatum na
concentragdo de 1x10° conidios/mL. ApGs a secagem ao ar, foram pulverizados até o
molhamento completo com 4gua destilada (testemunha), dgua destilada + 8 mL/L de
tween 20, imazalil (200 mL de Magnate® 500 EC/100 L de 4dgua), thiabendazole (103
mL de Tecto® SC/100 L de dgua), tiofanato metilico (70 g de Cercobin® 700 WP/100
L de 4gua), quitosana 10 mL/L de dgua ou 6leos essenciais de alho 10 mL/L de 4gua,
cravo-da-india 5 mL/L de dgua, nim 10 mL/L de dgua, pimenta longa 5 mL/L de dgua e
biomassa citrica 10 mL/L de dgua. Os 6leos essenciais e a quitosana foram acrescidos
de 8 mL/L de tween 20. Em seguida, os frutos foram acondicionados em grupos de trés
em bandejas de poliestireno expandido e mantidos em camara a 21£1 °C e 85-90% UR

por 8 (tangerina ‘Poncd’) ou 7 dias (laranja ‘Valéncia’). Os frutos foram analisados

viii



quanto a incidéncia e severidade da doenca, periodo de incubagdo e periodo latente do
fungo, perda de massa da matéria fresca e produgdo de CO,. No caso da tangerina
‘Poncad’, a biomassa citrica foi capaz de reduzir a incidéncia em 76,3%, em comparacao
a testemunha, no terceiro dia, e reduzir também a severidade em 44%, no quarto dia.
Para o periodo de incubacdo, com exceg¢do dos frutos tratados com O6leo de alho,
observa-se formacdo de grupos de médias distintos entre a testemunha e aqueles
tratados com produtos alternativos, indicando capacidade de atrasar o surgimento de
sintomas da doenga. A biomassa citrica destacou-se, apresentando resultado semelhante
ao fungicida tiofanato metilico, atrasando o periodo de incubacdo em um dia em relacéo
a dgua. O mesmo foi observado para o periodo latente, em que os frutos tratados com
produtos alternativos, exceto 6leo de alho, situaram-se em um grupo distinto da
testemunha. Embora os frutos de todos os tratamentos superassem a testemunha, o
imazalil foi capaz de melhor preservar a turgidez dos frutos, apresentando os menores
valores de perda de massa da matéria fresca no oitavo dia de avaliagdo (5,2%). A perda
de massa e a producdo de CO, se correlacionaram positivamente com a incidéncia e
severidade, ou seja, as maiores perdas de massa e maiores taxas respiratérias decorrem
de altos valores de incidéncia e severidade. No caso da laranja ‘Valéncia’, biomassa
citrica e quitosana reduziram a incidéncia e severidade durante todo o periodo
experimental. No sétimo dia apds a inoculagdo, a incidéncia foi reduzida em 73,7% e
67,4% pela biomassa citrica e quitosana, respectivamente, em comparacdo com a
testemunha d4gua, enquanto a severidade foi reduzida em 59,6% e 62%,
respectivamente. Por outro lado, 6leo de nim, 6leo de pimenta longa e 6leo de alho
foram ineficazes em controlar o patégeno. Imazalil e tiofanato metilico controlaram
totalmente a doenga durante o periodo de avaliac@o. A perda de massa da matéria fresca
foi crescente ao longo do tempo, porém, os frutos de todos os tratamentos apresentaram
valores aceitdveis para a comercializag@o, situados na faixa de 3 a 5%. Quanto a
producdo de CO,, os fungicidas mantiveram a taxa respiratéria dos frutos baixa,
seguidos em ordem crescente pela quitosana e, posteriormente, pelos demais produtos.
Dessa maneira, conclui-se que a biomassa citrica tem bom potencial para controle do
bolor verde em tangerina ‘Poncd’, enquanto biomassa citrica e quitosana sdo capazes de

controlar a doenca em laranja ‘Valéncia’.
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ABSTRACT

MARO, Luana Aparecida Castilho, M.Sc., Universidade Federal de Vicosa, February,
2010. Control of green mold in citrus with alternatives to pesticides. Adviser:
Luiz Carlos Chamhum Salomio. Co-Advisers: Olinto Liparini Pereira, Paulo
Roberto Cecon and Dalmo Lopes de Siqueira.

The green mold, caused by Penicillium digitatum, is a major disease in the post-
harvest of citrus fruit. In this work the effects of alternatives to agrochemicals in the
control of green mold in ‘Ponkan’ tangerines and ‘Valencia’ oranges were tested.
Physiologically mature fruits were superficially wounded in the equatorial region with a
tube of 9 mm in diameter filled with needles and inoculated with a conidial suspension
of P. digitatum at a concentration of 1x10° conidia/mL. After air drying, they were
sprayed to full wetting with distilled water (control), distilled water + 8 mL/L Tween
20, imazalil (200 mL EC/100 Magnate ® 500 L of water), thiabendazole (103 mL Tecto
® SC/100 L of water), methyl thiophanate (70 g Cercobin® 700 WP/100 L of water),
chitosan 10 mL/L of water or essential oils of garlic 10 mL/L of water, clove 5 mL/L
water, neem 10 mL/L of water, long pepper 5 mL/L of water and citric biomass 10
mL/L of water. To the essential oils and chitosan were added 8 mL/L Tween 20. Then
the fruits were packed in groups of three in polystyrene trays and kept at 21 + 1 ° C and
85-90% RH for 8 (‘Ponkan’ tangerine) or 7 days (‘Valencia’ orange). The fruits were
analyzed for incidence and severity of illness, incubation period and latent period of the

fungus, loss of fresh weight and CO, production. In the case of ‘Ponkan’ tangerine,



citric biomass was able to reduce the incidence of 76.3% compared to the control, in the
third day, and also reduce the severity in 44%, in the fourth day. For the incubation
period, except for fruits treated with garlic oil, there is formation of distinct groups of
averages between the control and those treated with alternative products, indicating
capacity to delay the onset of symptoms. Citric biomass stood out, showing similar
results to the fungicide methyl thiophanate, delaying the incubation period in a day in
relation to the water. The same was observed for the latent period, in which the fruits
treated with alternative products, except garlic oil, stood in a group other than the
control. Although the fruits of all treatments overcome the control, imazalil was able to
better maintain the turgidity of the fruit, showing the lower values of loss of fresh
weight on the eighth day of evaluation (5.2%). The mass loss and CO, production
correlated positively with the incidence and severity, in other words, the largest mass
losses and higher respiratory rates result from high values of incidence and severity. In
the case of ‘Valencia’ orange, citric biomass and chitosan reduced the incidence and
severity during the entire experimental period. On the seventh day after inoculation, the
incidence was reduced by 73.7% and 67.4% by citric biomass and chitosan,
respectively, in comparison to control water, while the severity was reduced by 59.6%
and 62%, respectively. On the other hand, neem oil, long pepper oil and garlic oil were
ineffective in controlling the pathogen. Imazalil and methyl thiophanate totally
controlled the disease during the evaluation period. The loss of fresh weight was
increasing over time, however, fruits of all treatments had acceptable values for the
marketing, located in the range 3 until 5%. As for CO, production, fungicides
maintained the respiratory rate low, followed in ascending order by chitosan and
subsequently by other products. Thus, the citric biomass has good potential for control
of green mold on ‘Ponkan’, while citric biomass and chitosan are capable of controlling

the disease in ‘Valencia’ orange.

X1



INTRODUCAO GERAL

Dentre as frutas produzidas no Brasil, os citros lideram em termos de
quantidade, com aproximadamente 21 milhdes de toneladas no ano de 2007, em uma
drea colhida superior a 929 mil hectares, situando o pais como o maior produtor
mundial de citros e maior exportador de suco de laranja (Agrianual, 2009). No entanto,
a exportagdo de frutos para consumo in natura ainda € incipiente devido a uma série de
fatores, dentre os quais se podem destacar: restricbes sanitdrias e, principalmente, a
exigéncia de qualidade por parte do mercado externo.

A fruta citrica brasileira apresenta, via de regra, aspecto visual ruim. Isso se deve
ao clima, que influi na coloracdo dos frutos, principalmente em regides com
temperaturas elevadas que ndo propiciam amplitude térmica ideal para que a casca
atinja coloragdo alaranjada e a uma quantidade enorme de doengas que levam a uma
depreciagdo do produto final (Toffano, 2005). Os danos decorrentes do manuseio
durante a colheita, transporte e embalagem constituem fator importante para
desvalorizagdo dos frutos, uma vez que facilitam a penetracio de patégenos.

As podriddes constituem a principal causa de danos pds-colheita em citros e se
expressam desde a colheita até seu uso pelo consumidor. A ocorréncia de frutos citricos
com podriddes em uma safra varia de 3 a 6% (Palou et al., 2001), podendo chegar, sob
condicdes favoraveis, a 50% de perdas (Eckert, 1993). Dantas et al. (2003) detectaram
doencas em 21,8% das laranjas ‘Péra’ amostradas durante seis meses na Central de
Abastecimento de Recife. Em levantamento da incidéncia de podriddes em laranjas

‘Pera’ e ‘Lima’ e tangor ‘Murcott’ realizado em atacadistas da Ceagesp, (Fischer et al.,



2008) constataram valores médios de 12,8; 14,9 e 25,8%, respectivamente. Esses
resultados mostram a importancia econdmica das doencas em pds-colheita de frutos
citricos, uma vez que a maioria delas desqualifica o fruto para comercializagéo.

Das viarias doencas pés-colheita de frutos citricos, o bolor verde, causado por
Penicillium digitatum (Pers.: Fr.) Sacc., ¢ uma das mais importantes (Eckert e Eaks,
1989; Holmes e Eckert, 1999; Franco e Bettiol, 2002; Feichtenberger et al., 2005). Seu
agente causador se encontra disseminado em todos os paises produtores e todas as
espécies e cultivares citricos sao suscetiveis.

O bolor verde causa podriddo mole em frutos, que se inicia por pequenas
anasarcas na superficie da casca que, rapidamente, aumentam de tamanho até tomarem
todo o fruto. O fungo desenvolve um micélio branco sobre o tecido afetado, que depois
€ revestido por uma densa massa de esporos de cor verde (Feichtenberger et al., 2005).
Este patégeno tem ciclo de vida curto (3 a 5 dias a 25 °C), e as coldnias formadas em
um tunico fruto podem produzir de 1 a 2 bilhdes de conidios que sdo eficientemente
dispersos via correntes de ar (Holmes e Eckert, 1995). A alta capacidade de esporulacgio
do patégeno desempenha papel importante no desenvolvimento de resisténcia aos
fungicidas utilizados no controle desta doenca (Santos e Matos, 2006). O
desenvolvimento das lesdes € rapido, e as massas de esporos verdes sdo circundadas por
ampla faixa de crescimento fingico branco, que é separada da édrea sadia por estreita
camada de tecido de casca encharcado. Em condi¢des de elevada umidade, a podridao
mole provoca rdpida e completa desintegragdo no fruto e, em ambiente seco, estes
murcham e mumificam (Feichtenberger ef al., 2005). Uma vez alterada sua
consisténcia, o fruto desprende um odor caracteristico e torna-se impréprio para o
consumo humano.

Para o controle do bolor verde, s@o recomendadas praticas culturais visando
reducdo do indculo no campo, como eliminagdo de frutos infectados, cuidados na
colheita e transporte para evitar ferimentos, higienizacio constante dos equipamentos de
colheita e transporte e das instalagdes para o processamento e armazenamento dos
frutos, controle de insetos e roedores e armazenamento imediato a 10 °C ou menos. No
entanto, o tratamento quimico é o método mais utilizado, sendo recomendados os
fungicidas do grupo benzimidazol e imidazol (Agrofit, 2009).

Os fungicidas do grupo benzimidazol e imidazol sdo muito utilizados no Brasil,
porém, possuem varias restricdes, podendo selecionar isolados resistentes do patégeno

quando usados continuamente (Franco & Bettiol, 2002). A preocupac¢do mundial com
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relacdo a poluicdo ambiental e aos riscos a saide promovidos pelos agrotdxicos,
somada a resisténcia de patogenos a fungicidas e a retirada de alguns produtos do
mercado, tem levado ao aumento das pesquisas envolvendo a utilizacdo de produtos
alternativos e potenciais indutores de resisténcia para o controle de doencas em pds-
colheita (Cia et al., 2007).

A busca de alternativas de controle visando a reducao do uso de agroquimicos
contribui para a sustentabilidade e a competitividade do agronegdcio citricola. Além
disso, favorece a abertura de novos nichos de mercado pela oferta de um produto
diferenciado, de alto valor agregado e de melhor qualidade. Também possibilita a
exportagcdo, uma vez que os mercados consumidores internacionais de frutas in natura
vém determinando procedimentos fitossanitdrios rigorosos para prote¢do de seus
campos de producio contra a entrada de novas pragas.

Durante o desenvolvimento dos frutos e apds sua colheita, a resisténcia natural a
doencgas geralmente declina, acarretando inevitidveis processos de infec¢do, doenca e
morte. O declinio da resisténcia natural dos frutos pode ativar infec¢des quiescentes e
aumentar a severidade/incidéncia de doengas (Terry e Joyce, 2004). Assim, estratégias
que visem a prote¢do do hospedeiro nas fases de maior suscetibilidade, sdo importantes
num programa de controle da doenca. Produtos alternativos podem controlar doengas
por meio da ativacdo de respostas de resisténcia nos tecidos vegetais, inducdo do
acimulo de proteinas relacionadas a patogénese ou pelo efeito direto sobre
microrganismos (Cia et al., 2007).

As plantas possuem mecanismos estruturais e bioquimicos que podem contribuir
para sua resisténcia contra patogenos. Nas interacdes patégeno-hospedeiro, o patdgeno
utiliza substincias quimicas tais como hormdnios, enzimas e toxinas para atacar o
hospedeiro que, por sua vez, procura se defender por meio de mecanismos estruturais
ou bioquimicos, que podem ser subdivididos em pré-formados e pds-formados. Os
mecanismos pos-formados € que sdo de interesse no fendmeno de indugdo de resisténcia
(Pascholati e Leite, 1995). A expressdo da resisténcia induzida em plantas envolve a
morte de células hipersensiveis do hospedeiro circundando os sitios de infeccdo e
aumento da sintese de fitoalexinas e proteinas relacionadas a patogénese, como
peroxidases (Guest, 1998).

Stange et al. (1993) relataram a presenga de um composto antiftingico
identificado como 3-[4-hidroxi-3-(metil-2-butenil) fenil]-2-(E)-propenal em exocarpo

de limdes feridos e verificaram, ainda, aumento de sua concentra¢cdo com o tempo,
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resultando na completa limitacdo da invasdo de P. digitatum. Observacdes semelhantes
foram feitas por Afek er al. (1999) em albedo de pomelos maduros ndo inoculados,
tendo encontrado uma hidroxicoumarina, a umbeliferona, em baixa concentracio
(2ug.g™h). Apés inoculagio com P. digitatum, a concentragio de umbeliferona foi de 28
pg.g’l. Em kumgquat, limdes, laranjas, lima-4cida e toranjas, o acimulo de escoparona,
uma fitoalexina dos frutos citricos amplamente estudada, foi detectado em frutos
mantidos a 36 °C apds inoculagdo com P. digitatum (Ben-Yehoshua et al., 1992). O
aumento desses compostos sugere participagdo dos mecanismos de defesa contra
patégenos.

Indmeros trabalhos t€m mostrado a eficiéncia de extratos e dleos essenciais,
obtidos a partir de diversas espécies botanicas, no controle de fitopatégenos pela
inibicdo do crescimento micelial, indugdo da lise e evacuacdo do citoplasma (Fiori et
al., 2000). A inibicdo do crescimento fingico pelo uso de dleos essenciais envolve
também alteragdes na composi¢do da parede celular (Ghfir et al., 1997), bem como
destruicdo da membrana plasmatica e desorganizagdo da estrutura mitocondrial (De
Billerbeck et al., 2001).

O nim (Azadiractha indica) é uma planta origindria da India pertencente a
familia Meliaceae, reconhecida por suas propriedades terapéuticas, nematicidas,
fungicidas e inseticidas. Dentre os principios ativos, destaca-se a azadirachtina, que
exibe boa eficdcia contra importantes pragas e doengas na agricultura (Mossini &
Kemmelmeier, 2005), podendo ser uma alternativa promissora no controle de podriddes
pos-colheita de frutos. O extrato oleoso das sementes da planta em concentracdes
inferiores a 0,5% diminuiu acentuadamente a producdo de patulina, micotoxina
produzida por P. expansum, principal contaminante em macas e derivados (Arroteia et
al., 2007).

Conhecida popularmente por pimenta longa, Piper hispidinervum também vem
sendo estudada como estratégia de controle de doengas em plantas. Trata-se de um
arbusto da familia Piperaceae, encontrado em condig¢des silvestres no vale do Rio Acre,
no estado do Acre (Zacaroni et al., 2009), grande produtor de 6leo essencial rico em
safrol, um componente quimico empregado como agente sinergistico de inseticidas
(Sousa et al., 2001). Nascimento et al. (2008) observaram que o 6leo essencial de
pimenta longa apresentou inibi¢cdo de 100% sobre o crescimento micelial de Alternaria

alternata na concentragio de 1000 mg.L™".



Os condimentos também t€m sido alvo de estudos para controle de
fitopatégenos. Caryophillus aromaticus, conhecida popularmente por cravo-da-india,
teve suas propriedades antifiingicas relatadas em diversos trabalhos. Rozwalka et al.
(2008) descreveram a eficiéncia do Oleo essencial de cravo, a 10%, em controlar
Glomerella cingulata e Colletotrichum gloesporioides em frutos de goiaba. O 6leo de
cravo na concentracdo de 0,01% mostrou também ser promissor no controle de
Rhizopus spp. em péssegos, cultivar Diamante, reduzindo significativamente a
incidéncia da doenca quando comparado aos fungicidas utilizados em fruticultura
(Carvalho et. al, 2009). Tais propriedades fungitoxicas de condimentos foram
confirmadas em trabalhos conduzidos por Botelho et al. (2009), em que o extrato de
alho promoveu redugdo do crescimento micelial in vitro de Elsinoé ampelina para
todas as doses testadas, que variaram de 0,0615 a 1,5%. Encontrada sob a forma de um
precursor inativo, o principio ativo do alho (Allium sativum), a alicina, exerce efeito
antimicrobiano somente ap6s perda da integridade das células do bulbo (Aratjo et al.,
2009). Souza et al. (2007), testando extrato de alho para controle in vitro de Fusarium
proliferatum em graos de milho, observaram redugdo da taxa de crescimento micelial,
da germinagdo dos esporos e da incidéncia, sendo a melhor eficiéncia a partir da
concentragdo 2,5%.

A quitosana, um polissacarideo catidnico de alta massa molecular produzido
pela desacetilacdo da quitina, possui efeito fungistitico, além de modificar a atmosfera e
induzir respostas de resisténcia nos tecidos vegetais (Terry & Joyce, 2004). A atividade
fungicida da quitosana tem sido bem relatada em estudos, tanto in vitro quanto in vivo
(Bautista-Bafios et al., 2006), como observado por El Ghaouth et al. (1992) no controle
de podriddes incitadas por Rhizopus stolonifer e Botrytis cinerea em morangos. Camili
et al. (2007) verificaram que a solucdo de quitosana nas concentragcdes de 1,5 e 2%,
suprimiu o crescimento micelial e retardou a germinacdo de conidios de Botrytis
cinerea em uvas ‘Itdlia’. Terry & Joyce (2004) relataram que o tratamento com
quitosana ndo apenas pode ter efeito direto sobre o patdgeno como ainda eliciar o
acimulo de quitinase, fitoalexinas e inibidores de protease e, também, promover a
lignificacao.

A biomassa citrica, formulagdo heterogénea contendo polifendis, flavonoides,
fitoalexinas e dcidos organicos diluidos, que atuam como microbiostaticos, vem sendo
estudada como possivel agente alternativo para controle de doengas em pds-colheita de

frutos. Este produto aplicado in vitro na concentragdo de 1000 pL. L™ inibiu totalmente
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o crescimento micelial de Monilinia fructicola em péssegos (Abreu et al., 2008). Benato
et al. (2002) verificaram a eficiéncia da biomassa citrica em reduzir o indice de doenca
de maracujds-amarelos armazenados a 70-80% UR. Além do controle de doencas em
plantas por sua atividade antimicrobiana direta, o extrato citrico pode induzir
resisténcia, como observado por Motoyama et al. (2003). Em trabalho realizado por
esses autores, o extrato citrico apresentou atividade elicitora, induzindo a sintese das
fitoalexinas gliceolina em cotilédones de soja e desoxiantocianidinas em mesocdtilos de
Sorgo.

Sabendo-se da atividade antifingica de Oleos e extratos vegetais sobre
fitopatégenos, o presente trabalho objetivou avaliar o efeito de produtos alternativos aos
agroquimicos no controle pds-colheita do bolor verde em frutos citricos e comparar seus

efeitos com os de fungicidas registrados para uso pds-colheita em citros.
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CAPITULO 1

CONTROLE DO BOLOR VERDE EM TANGERINAS ‘PONCA’ COM
PRODUTOS ALTERNATIVOS AOS AGROQUIMICOS

RESUMO

Foram avaliados os efeitos de produtos alternativos aos agroquimicos no
controle do bolor verde (Penicilium digitatum) em pés-colheita de tangerinas ‘Ponca’.
Frutos no estadio fisiolégico maduro com 42,7 + 2,3% p/p de suco, 10,8 £ 0,5 ° Brix e
massa média de 265 + 16,9 g foram lavados, desinfestados e inoculados com 100 pL de
uma suspensdo de conidios de P. digitatum na concentragio de 1x10° conidios/mL sobre
um ferimento de cerca de 1 mm de profundidade e 9 mm de didmetro na regido
equatorial do fruto. Apés a secagem da suspensdo de indculo, foram pulverizados até o
molhamento completo com dgua destilada, dgua destilada + 8 mL/L de tween 20,
imazalil (200 mL de Magnate® 500 EC/100 L de 4gua), thiabendazole (103 mL de
Tecto® SC/100 L de agua), tiofanato metilico (70 g de Cercobin® 700 WP/100 L de
dgua), quitosana 10 mL/L de 4dgua ou 6leos essenciais de alho 10 mL/L de 4dgua, cravo-
da-india 5 mL/L de 4gua, nim 10 mL/L de 4gua, pimenta longa 5 mL/L de 4gua e
biomassa citrica 10 mL/L de dgua. Os 6leos essenciais e a quitosana foram acrescidos

de 8 mL/L de tween 20. Os frutos foram acondicionados em grupos de trés, em
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bandejas de poliestireno expandido e armazenados em cdmara a 21+1 °C e 85-90% UR,
onde permaneceram por oito dias. Avaliaram-se a incidéncia e a severidade da doenca,
periodo de incubacdo e periodo latente do fungo, perda de matéria fresca e a produgdo
de CO,. Biomassa citrica reduziu em 76,3% a incidéncia aos trés dias apds a
inoculacdo, em relagdo a 4gua, e seus efeitos se igualaram aos dos demais produtos
alternativos e da dgua no quarto dia apds a inoculagdo. Quanto a severidade, biomassa
citrica foi eficiente em conter o crescimento do patdgeno até o 4° dia apds a inoculagio,
reduzindo a drea afetada pela doenca em 44% em comparacdo com a dgua e igualando-
se estatisticamente ao tiofanato metilico e thiabendazole. O imazalil reduziu a
incidéncia em 70% e a severidade em 82,7% aos 8 dias apds inoculacdo, apresentando o
maior controle do bolor verde. Os produtos alternativos, exceto o 6leo de alho, foram
eficientes na extensdo do periodo de incubagdo, destacando-se a biomassa citrica que
atrasou o aparecimento da doenca em um dia em relacdo a testemunha. Quanto ao
periodo latente, o 6leo de alho foi o tnico produto alternativo que nédo apresentou
potencial para ser utilizado no controle de P. digitatum em tangerinas ‘Ponca’. A perda
de massa da matéria fresca foi influenciada pelos produtos testados. Embora os
produtos alternativos tenham formado grupos de médias distintos da testemunha, apenas
o imazalil apresentou valor dentro do limite aceitivel para a comercializacdo de
tangerinas, situado entre 3 e 5%. Os frutos tratados com dgua, dgua + tween 20 e 6leo
de alho exibiram as maiores taxas respiratorias demonstrando sua relacdo com a
severidade e incidéncia, pois, nesses frutos, o ataque do patégeno foi mais intenso em

decorréncia da ineficiéncia dos produtos.
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1. INTRODUCAO

As tangerinas constituem o segundo grupo de frutos citricos de maior
importancia na citricultura mundial. Em 2007, a drea plantada com tangerinas no Brasil
foi de 59.637 hectares, com produgdo de 1.205.580 toneladas (FAO, 2009). As regides
Sudeste e Sul se destacam na produg¢do, sendo o Estado de Sao Paulo o maior produtor
de tangerinas, seguido por Rio Grande do Sul e Parand (Agrianual, 2009).

A ‘Poncd’ é considerada a ‘rainha das tangerinas do Brasil’ (Malgarim et al.,
2007), destacando-se pelo sabor agraddvel, coloracdo atrativa e facilidade com que pode
ser descascada.

Embora o Brasil seja o maior produtor mundial de citros, a participagdo no
mercado internacional de frutas in natura € incipiente, devido a uma série de fatores.
Para o consumidor estrangeiro, as variedades de tangerinas plantadas no Brasil nédo
atendem a exigéncia para serem consumidas como frutas frescas devido a presenca de
sementes. Ainda se destaca como problema a ocorréncia de doengas como o bolor
verde, que estd presente em todos os paises produtores e ataca todas as variedades
citricas, principalmente as laranjas e tangerinas (Laranjeira et al., 2005). No caso dessas
ultimas, a caracteristica do fruto contribui para expressivos danos pds-colheita,
propiciando a infec¢cdo por P. digitatum os gomos soltos com casca pouco aderente e
baixissima resisténcia a danos mecanicos decorrentes do processo de colheita,

manuseio, embalagem e transporte. Santos et al. (2008) verificaram que o percentual de
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tangerinas com sintoma de podriddo por P. digitatum ao final de uma semana em
temperatura ambiente é significativamente influenciado pelo dano de compressdo. Em
adicdo, as tangerinas comumente passam pelo processo de desverdecimento mediante
aplicacdo de etileno em pds-colheita (Martins, 2003), contribuindo para a expressdo dos
sintomas de doencas (Whiteside et al., 1993), uma vez que o desverdecimento parece
aumentar a suscetibilidade das frutas as podriddes (Petracek et al., 1997).

O mercado internacional, além da qualidade das tangerinas, passou a exigir
controle sobre todo o sistema de producdo, incluindo andlise de residuos nos alimentos
e estudo sobre o impacto ambiental, para suas importagdes (Malgarim et al., 2007). A
adequagdo das operagdes relacionadas & pds-colheita, como a reducdo do uso de
defensivos sintéticos, principal medida de controle para bolor verde, serd o grande
marketing para o sucesso do agronegécio citricola, além da boa qualidade do fruto (Pio,
1993).

A busca por alternativas de controle é uma tendéncia mundial face a
preocupacdo com a saide, o ambiente e a perda do efeito dos principios ativos dos
agroquimicos em funcdo do seu uso continuo. Estudos desenvolvidos com extratos
brutos ou Oleos essenciais obtidos de vegetais indicam o potencial no controle de
fitopatogenos (Bautista-Bafios et al., 2003; Cunico et al., 2003; Mytle et al., 2004;
Pereira, et al., 2006).

Franco e Bettiol (2000) propuseram um estudo com sessenta produtos
alternativos para controle do bolor verde em laranjas ‘Pera’, incluindo agentes de
biocontrole, extratos de plantas, produtos alimentares, aditivos e residuos da produgdo
de alimentos, e verificaram que sais alimentares utilizados como conservadores de
alimentos, Gliocladium roseum e Cymbopogon citratus, apresentaram potencial de uso
para o controle da doenga. Em 2002, os mesmos autores estudaram o efeito isolado e
combinagdes de produtos alternativos no mesmo patossistema do trabalho anterior e
novamente comprovaram a efici€ncia de produtos alternativos.

Pelo exposto, objetivou-se avaliar o efeito de dleos essenciais obtidos a partir de
espécies botanicas, biomassa citrica e quitosana no controle de P. digitatum em
tangerinas ‘Poncd’ e comparar com os efeitos de fungicidas recomendados pelo
Ministério da Agricultura, Pecudria e Abastecimento para o controle de doencgas pds-

colheita em citros.
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2. MATERIAL E METODOS

Tangerinas ‘Ponca’ (Citrus reticulata Blanco) foram obtidas de pomar comercial
em Tocantins (latitude: 21°10°30” S; longitude: 43°01°04” W e altitude: 363m), Minas
Gerais, em 10 de julho de 2009. Os frutos foram colhidos no estddio fisioldgico maduro
e apresentavam 42,7 + 2,3% p/p de suco e 10,8 + 0,5 °Brix, superando os valores
minimos recomendados para a colheita de tangerinas Ponca que sdo de 35% p/p de suco
e 9 ° Brix (PROGRAMA..., 2000), além de ser considerado o aspecto de sanidade para a
colheita. Em seguida, foram transportados até o Galpdo de Pds-Colheita do Setor de
Fruticultura do Departamento de Fitotecnia da Universidade Federal de Vigosa em
caixas forradas com plastico-bolha e em camadas tinicas para evitar qualquer ferimento.
Realizou-se sele¢do de acordo com auséncia de injurias, uniformidade de cor e
tamanho, utilizando-se frutos com massa de 265 = 16,9 g/fruto. Apds selecdo, as
tangerinas foram lavadas com detergente neutro 2 mL/L e enxaguadas duas vezes em
dgua potavel. Posteriormente, foram desinfestadas em solugdo de hipoclorito de s6dio a
0,5% (v/v) durante trés minutos, novamente enxaguadas em 4gua potivel por duas
vezes e colocadas para secar ao ar.

Apbs esse processo, os frutos foram feridos em um ponto na regido equatorial, a
uma profundidade de cerca de 1 mm, com um tubo de aco de 9 mm de didmetro, tendo
seu interior preenchido com agulhas de aco. Apds os ferimentos, as tangerinas foram

inoculadas com 100 pL de uma suspensdo de conidios de P. digitatum a uma
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concentracdo de 1,0 x 10° conidios/mL ajustada com hemacitdmetro. Previamente,
foram coletadas no pomar experimental da Universidade Federal de Vigosa, tangerinas
colonizadas com P. digitatum e encaminhadas ao Laboratdrio de Patologia de Sementes
e de Pods-colheita do Departamento de Fitopatologia onde foi efetuado o processo de
isolamento direto. O fungo foi cultivado em placas de Petri contendo meio batata
dextrose dgar por sete a dez dias a 25 °C em camara de crescimento.

Uma vez secada a suspensdo de indculo, os frutos foram pulverizados com um
dos seguintes produtos até o total molhamento, com auxilio de um borrifador:

- dgua destilada

- dgua destilada + 8 mL/LL Tween 20

- thiabendazole (103 mL de Tecto® SC /100L de agua)

- tiofanato metilico (70 g de Cercobin® 700 WP /100L de dgua)

- imazalil (200 mL de Magnate® 500 EC /100L de agua)

- 6leo de alho ‘Probinatu®’ (10 mL/L) + 8 mL/L Tween 20

- 6leo essencial de cravo-da-India (5 mL/L) + 8 mL/L Tween 20

- 6leo de nim ‘Organic Neem®’ (10 mL/L) + 8 mL/L Tween 20

- 6leo essencial de pimenta longa (5 mL/L) + 8 mL/L Tween 20

- biomassa citrica ‘Biogermex’ (10 mL/L) + 8 mL/L Tween 20

- quitosana (10 g/L) + 8 mL/L Tween 20

Os ¢dleos essenciais e demais produtos alternativos adquiridos na sua forma
concentrada foram diluidos em 4gua para a concentragdo desejada e acrescidos do
dispersante Tween® 20 (monoleato de sorbitano polioxietileno), um surfactante néo-
i6nico, na concentragdo de 8 mL/L. No preparo da solu¢do de quitosana, utilizou-se
acido acético glacial para ajuste do pH em torno de 4,3. Em seguida, as tangerinas
foram acondicionadas em bandejas de poliestireno expandido e armazenadas em camara
a 21+ °C e 85-90% de UR, onde permaneceram por oito dias. Diariamente, foram feitas
avaliagOes para acompanhar a incidéncia e severidade da doenga e detectar o periodo de
incubacdo e o periodo latente do fungo. Foram realizadas também medigdes da
producdo de CO, e perda de massa da matéria fresca.

O experimento foi conduzido em parcelas subdivididas no tempo, tendo-se nas
parcelas os produtos testados e nas subparcelas, os dias de avaliagdes (0, 1, 2, 3, 4, 5, 6,
7 e 8). O delineamento experimental foi o inteiramente casualizado com sete repeti¢oes,

sendo cada unidade experimental constituida de trés frutos. Os dados foram submetidos
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primeiramente as pressuposicdes da andlise de variancia, em que foram verificados
quanto a normalidade e homogeneidade de variancia ao nivel de 5% de probabilidade.
Posteriormente, foram analisados por meio das andlises de variancia e regressao. O
modelo ajustado por meio de regressdo nas avaliagdes de perda de massa da matéria
fresca foi escolhido com base na significincia do coeficiente de regressdo no nivel de
5% de probabilidade, pelo teste “t” de Student, no coeficiente de determinacdo e no
potencial para explicar o fendmeno bioldgico. Nos modelos ajustados com regressao
ndo-linear, a escolha foi realizada com base nos dois ultimos itens. Os dados foram
analisados com auxilio do Sistema de Andlises Estatisticas e Genéticas da Universidade
Federal de Vicosa (SAEG, 2007). Para a andlise de producdo de CO,, a estatistica foi

descritiva.
2.1. Avaliacoes
2.1.1. Incidéncia

A incidéncia da doenga foi calculada pelo nimero de frutos sintomdticos em
cada tratamento, pela férmula:

% Incidéncia = (N° de frutos sintomaticos/N° total de frutos) x 100

2.1.2. Severidade

Refere-se a propor¢do de drea de tecido colonizado. Acompanhou-se
diariamente a expansdo da les@o pela medicdo de seu didmetro com fita métrica flexivel
para acompanhar a curvatura do fruto, e, posteriormente, o didmetro (D) da lesdo foi
ampliado para drea em cm’, descontando-se a drea do ferimento utilizado para a

inoculagdo por meio da seguinte férmula A= nD%/4.
2.1.3. Periodo de incubacao e periodo latente
O periodo de incubacdo compreendeu o intervalo entre a inoculagdo até o

aparecimento dos primeiros sintomas. Consistiu na andlise visual didria com auxilio de

uma lupa de 10 aumentos (Figura 1).
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Ja o periodo latente compreendeu o periodo entre a inoculagdo e o aparecimento
dos primeiros sinais do patdégeno (ex: crescimento micelial, esporulagdo do fungo) e
engloba o periodo de incubag@o, como pode ser observado na Figura 1. Observou-se

diariamente a presenca de sinais apresentados pelo patdégeno.

PERIODO LATENTE

Figura 1 — Representagdo esquemadtica do periodo de incubacdo e periodo latente.

2.1.4. Perda de massa da matéria fresca

Os frutos foram pesados em balanca eletronica de precisdo de 0,1 g a cada dois
dias. Os resultados foram expressos em percentagem, considerando-se a diferenga entre
a massa inicial do fruto e aquela obtida em cada periodo de amostragem aplicando-se a

seguinte férmula:
% PMMEF = (massa inicial — massa final) *100 / massa inicial

2.1.5. Producao de CO,

A producdo de CO, pelos frutos foi determinada a cada dois dias, sendo
utilizadas quatro repeticdes para cada tratamento. As determinagdes foram feitas por
cromatografia gasosa, utilizando-se um cromatégrafo a gids Gow Mac série 550
equipado com detector de condutividade térmica.

Grupos de trés frutos, que constituiam a unidade experimental, foram
acondicionados em frascos de vidro herméticos com volume de 3.280 mL e, apds
sessenta minutos de retencdo dos frutos nos frascos, aliquotas de 1,0 mL de sua
atmosfera interna foram retiradas com o uso de seringas e injetadas no cromatdgrafo,
equipado com coluna de aluminio preenchida com Porapak Q. As condi¢des de trabalho
foram as seguintes: fluxo de 40,0 mL por minuto de gés hélio, que foi o gds de arraste;
corrente elétrica de 150 mA; temperaturas da coluna, do detector e do injetor de 50, 70 e

80 °C, respectivamente; e temperatura ambiente em torno de 25 °C.
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A quantificagdo de CO, produzido foi feita pela tomada das medidas dos
comprimentos dos picos registrados nos cromatogramas e sua comparacio com 0s picos
referentes a inje¢ao de uma aliquota-padrdo composta de 4,99% mol de CO, por mol de

mistura CO, + Nj. Os resultados foram expressos em mg de CO, .kg'l.h'l.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. Incidéncia

A incidéncia da doenca ajustou-se a um modelo sigmoidal (Figura 2). E possivel
observar um brusco aumento da incidéncia, sendo este mais precoce nos frutos tratados
com &gua. Porém, apenas do segundo dia em diante, foram notadas diferencas
significativas entre os tratamentos (Tabela 1), com destaque para a quitosana, biomassa
citrica, cravo-da-india, nim e pimenta longa, que, nesse dia, causaram efeito semelhante
ao imazalil e ao thiabendazole.

E fundamental que o produto retarde a incidéncia da doenca, uma vez que a
presenca de sintomas e sinais desqualifica a fruta para a comercializacdo. Trata-se de
sinais facilmente reconhecidos, principalmente, devido a coloracdo verde caracteristica
dos esporos do patdgeno, claramente visualizados pelo consumidor.

Verifica-se que, embora tenham formado grupos de médias distintos da
testemunha dgua, os demais fungicidas nio foram efetivos como o imazalil no controle
da doenga no periodo estudado, sendo que 80% e 88% dos frutos tratados com
thiabendazole e tiofanato metilico, respectivamente, apresentaram a doenca aos oito

dias (Figura 2).
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— & Agua destilada ¥=96,1001/(1+exp (4,408-1,970+*D))  R’= 0,995

~~~~~~~~ O Agua destilada + tween Y= 99,9776/(1+exp (15,000-6,608**D)) R%=0,999

———%-—— Imazalil ¥=29,1811/(1+exp (16,638-3,206%*D)) R’=0,988

—..—A.—..- Thiabendazole ¥=80,0000/(1+exp (29,995-8,245+*D)) R*= 0,996

—_ _m — Tiofanato Metilico Y= 87.6114/(1+exp (5,000-1,549%*D))  R?=0,987
—.—g—— Oleo de Alho 1% ¥Y=100,000/(1+exp (10,342-4,447%*D))  R?= 0,999
— —e— — Cravo-da-India 0,5% Y= 100,000/(1+exp (14,210-4,578**D))  R>= 0,999
——— Oleo de nim 1% ¥=99,1602/(1+exp (14,014-4,838**D))  R’= 0,999
"""" A Oleo de pimenta longa 0,5% Y=97,7680/(1+exp (7,951-2,626**D))  R’=0,996
———=~—— Biomassa citrica 1% Y= 100,000/(1+exp (11,480-3,437**D)) R%=0,999
—..—¢—-- Quitosana 1% V= 99,9635/(1+exp (15,000-4,969%*D))  R*= 0,999

Incidéncia (%)

Dias apds a inoculacdo

** Significativo a 1% de probabilidade, pelo teste ‘t” de Student

Figura 2 — Estimativa da incidéncia do bolor verde em tangerinas ‘Poncd’ inoculadas
com Penicillium digitatum, tratadas com diferentes fungicidas e produtos

alternativos aos agroquimicos e incubadas a 21 + 1°C e 85-90% de UR por
oito dias (D).

O efeito residual dos fungicidas foi expressivo apenas nos frutos tratados com
imazalil, dos quais 28,6% estavam colonizados no final do experimento. Ainda assim, a
incidéncia de frutos colonizados com P. digitatum tratados com imazalil pode ser
considerada alta por se tratar de um fungicida sist€émico. Oliveira e Toledo (2000)

relatam elevados niveis residuais de imazalil em laranja ‘Pera’ tratadas com Magnate
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500 CE aos 7 dias de armazenamento. O thiabendazole e o tiofanato metilico foram
pouco efetivos no controle do bolor verde nas dosagens testadas. Resultados
semelhantes foram observados por Nicoli et al. (2009), utilizando imazalil e
thiabendazole como fungicidas-padrdo no controle do bolor verde em laranjas ‘Pera
Rio’. Os autores constataram que o thiabendazole ndo controlou a doenga, observando
que 82,5% dos frutos apresentavam a doenga aos oito dias apds a inoculag@o, enquanto
a incidéncia nos frutos pulverizados com o imazalil foi igual a zero.

Até o terceiro dia, os frutos tratados com biomassa citrica apresentaram baixa
incidéncia (23,8%) em relacdo aqueles tratados com 4gua (80,9%), agua+tween (100%)
e 6leo de alho, mas esse desempenho ndo se manteve até o ultimo dia. A partir do
quarto, os efeitos dos produtos alternativos igualaram-se estatisticamente.

A biomassa citrica compreende um extrato obtido de residuos da industria de
suco, sendo recomendado para uso em campo e pos-colheita em diversas culturas. A
formulagc@o contém substancias que exibem atividade antimicrobiana como polifendis,
flavonoides, fitoalexinas e 4cidos orginicos (Abreu et al., 2008). Tais compostos,
sintetizados pelos vegetais, geralmente estdo presentes em altas concentracdes nos
tecidos sadios e estdo envolvidos na resisténcia de plantas a fitopatogenos (Pascholati e
Leite, 1995). No entanto, para afirmar a ocorréncia de resisténcia, um dos critérios
estabelecidos por Sticher et al. (1997) € a necessidade de um intervalo de tempo entre a
exposicdo da planta ao indutor e a expressdo de resisténcia. Assim, conforme descrito
na metodologia deste trabalho, as tangerinas foram pulverizadas com os produtos
alternativos logo ap6s inoculagdo com o patdgeno, ndo havendo tempo para que o fruto
atingisse o estado de indugfo, pois, segundo Sticher et al. (1997), a expressdo dos genes
ativados ndo é imediata. Dessa forma, sugere-se que a biomassa citrica tenha sido
efetiva pela atuacdo direta sobre P. digitatum, embora ndo tenham sido realizados

estudos para detectar alteragdes morfoldgicas do patégeno.
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Tabela 1- Valores médios de incidéncia' (%) do bolor verde em tangerinas ‘Ponca’
inoculadas com Penicillium digitatum, tratadas com diferentes produtos
alternativos aos agroquimicos e incubadas a 21 + 1°C e 85-90% de UR por
oito dias

. Z . ~ 2
Dias ap6s a inoculacio

3
Trat 0 1 2 3 4 5 6 7 8

Agua 0Oa 143a 333a 809b 952a 952a 952a 952a 952a
Ag.+t 0a 48a 143b 100a 100a 100a 100a 100a 100a
Imazalil Oa Oa Oc 0f 47c 95c 286c 28,6b 286D
Tiofan. 0a Oa 19,0b 28,6e 71,4b 857b 857b 857a 857a
Thiab. 0a Oa Oc 00f 762b 762b 809b 857a 857a
Quitos. 0Oa Oa Oc 47,6d 100a 100 a 100 a 100a 100 a
Biom. Oa Oa Oc 23,8e 90,5a 100a 100 a 100a 100a
Cr. 0Oa Oa 48c 38,1d 100a 100a 100a 100a 100a
India
Nim Oa Oa Oc 619c 952a 100a 100 a 100a 100a
Pim. 0Oa Oa 48c 47,6d 90,5a 90,5b 100a 100a 100a

Longa
Alho 0Oa Oa 190b 952a 100a 100a 100a 100a 100a

"ncidéncia = (n° de frutos colonizados / n° total de frutos) x 100.

*Grupos de médias seguidas de mesmas letras nas colunas ndo diferem entre si, ao nivel
de significancia de 5%, pelo critério de Scott-Knott.

3Agua — 4gua destilada; Ag. + t — dgua destilada + 8 mL/L de tween 20; Tiofan. —
tiofanato metilico; Thiab. — thiabendazole; Quitos. — quitosana 10 mL/L + 8 mL/L de
tween 20; Biom. — biomassa citrica 10 mL/L + 8 mL/L de tween 20; Cr. India — cravo-
da-India 5 mL/L + 8 mL/L de tween 20; Nim — 6leo de nim 10 mL/L + 8 mL/L de tween
20; Pim. Longa — 6leo de Pimenta Longa 5 mL/L + 8 mL/L de tween 20; Alho — 6leo de
alho 10 mL/L + 8 mL/L de tween 20.

Apenas no terceiro dia, verificou-se distin¢do entre os grupos de médias dos
produtos alternativos, sendo que a biomassa citrica se mostrou superior a quitosana, ao
6leo de nim, ao cravo-da-india e a pimenta longa (Tabela 1). Souza et al. (2008),
avaliando o efeito de diversos extratos e 6leos vegetais no controle de P. digitatum em
limas 4cidas ‘Tahiti’ injuriadas e inoculadas, constataram que o 6leo de nim a 0,1% nao

diferiu da testemunha quanto a incidéncia, ndo sendo eficaz em reduzir a doenca.
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Carvalho et al. (2009) também observaram que o cravo-da-india na concentragcdo de
0,01% usado no tratamento pés-colheita de frutos de pé€ssego nio reduziu a incidéncia
de podriddo parda causada por Monilinia fructicola. No entanto, nesse mesmo estudo, o
cravo-da-india reduziu a incidéncia de Rhizopus spp. até nove dias de armazenamento.
Tais observacdes demonstram a necessidade do estudo desses produtos alternativos para
cada patossistema, visto que ndo se pode generalizar o efeito para diferentes doencas e

hospedeiros.

3.2. Severidade

As médias de severidade da doenca ajustaram-se ao modelo sigmoidal em
funcdo dos dias de avaliacdo para todos os produtos testados (Figura 3). Os frutos
apresentaram valores crescentes de severidade, sendo que os tratados com 4gua, dgua +
tween e Oleo de alho exibiram maior 4rea colonizada pelo patégeno. Embora com
valores crescentes, as tangerinas pulverizadas com imazalil apresentaram baixa
severidade, com médias inferiores as de todos os outros tratamentos, seguidas daquelas
tratadas com tiofanato metilico e thiabendazole.

Somente a partir do quarto dia foram observadas diferencas significativas entre
os tratamentos (Tabela 2). A biomassa citrica foi eficiente em conter a colonizacio do
patégeno até o quarto dia. Nesse dia, observou-se reducdo da area colonizada em 44%
em comparagdo com a testemunha 4gua, igualando-se estatisticamente aos valores
encontrados nos tratamentos com thiabendazole e tiofanato metilico, que reduziram a
area colonizada pelo fungo em 59,4 e 60,9%, respectivamente, em relacdo a agua
(Figura 3).

Por outro lado, as médias das areas colonizadas nos frutos tratados com 6leo de
alho, testemunha e 4gua+tween posicionaram-se em um mesmo grupo (Tabela 2),
confirmando os resultados obtidos por Aratjo et al. (2009). Os autores observaram
aumento do crescimento micelial de P. roqueforti em testes in vitro ¢ um efeito nio
inibitério do extrato aquoso de alho, indicando que o alho promove o crescimento do
fungo, talvez, em decorréncia dos seus componentes nutricionais. Souza et al. (2007)
verificaram que o extrato de alho na concentragdo de 0,5% promoveu aumento no
crescimento micelial de Fusarium proliferatum, agente causal de podriddoes em

sementes de milho. Tais resultados estio de acordo com os obtidos no presente trabalho.
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——&—— Agua destilada Y= 139,45879/(1+exp (5,02114-1,01160++D)) R*=0,989

~~~~~~~~ 0. Agua destilada + tween V= 154,67649/(1+exp (4,71961-0,93802**D)) R*= 0,999

——-v-—— Imazalil Y =26,77030/(1+exp (8,35821-1,27378**D)) R’=0,997
— =& —.- Thiabendazole Y=141,63099/(1+exp (5,76207-0,91649**D)) R>= 0,994
— —m — Tiofanato Metilico Y = 149,37990/(1+exp (5,78425-0,89699**D)) R’= 0,996
— —g—— Oleo de Alho 1% Y= 160,67364/(1+exp (4,82705-0,92491**D)) R’= 0,984
— —e— — Cravo-da-India 0,5% Y= 156,25192/(1+exp (4,88221-0,83291**D)) R’*= 0,991
— o Oleo de nim 1% Y= 140,05522/(1+exp (4,70730-0,83508**D)) R’= 0,985

~~~~~~~~ A Oleo de pimenta longa 0,5% = 161,62839/(1+exp (4,57252-0,73578%*D)) R’= 0,984
——-v-—— Biomassa citrica 1% ¥=131,52329/(1+exp (5,50434-0,96641**D)) R*= 0,993
——@ —- Quitosana 1% Y=146,40457/(1+exp (4,87720-0,85532+*D)) R*=0,987

160

140

120

2)

100 +

80 -

Severidade (cm

60 A

Dias ap6s a inoculag@o

** Significativo a 1% de probabilidade, pelo teste ‘t” de Student

Figura 3 — Estimativa da severidade (cm?) do bolor verde em tangerinas ‘Poncd’
inoculadas com Penicillium digitatum, tratadas com diferentes fungicidas e
produtos alternativos aos agroquimicos e incubadas a 21 + 1°C e 85-90%
de UR por oito dias (D).

Apods o quarto dia, apenas os fungicidas se destacaram no controle da doenca
(Tabela 2), sendo o imazalil o que propiciou maior controle, reduzindo a severidade em
89% em relagdo a dgua no ultimo dia de avaliacdo, enquanto thiabendazole e tiofanato
metilico propiciaram controle de 12% e 10%, respectivamente (Figura 3). Em vdrios
trabalhos com objetivo de testar a efici€ncia de produtos alternativos em frutos citricos,
o imazalil tem sido utilizado como fungicida padro, controlando totalmente o bolor
verde (Franco & Bettiol, 2000). No presente trabalho, o thiabendazole néo foi efetivo no

controle da doenga, sendo este resultado diferente de outros encontrados na literatura.
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Esse fungicida promoveu o controle de 100% da doenga, em trabalho realizado por
Franco & Bettiol (2002).

Embora ndo haja condicdo de afirmar sobre a ocorréncia de resisténcia neste
trabalho, véarios casos de resisténcia a fungicidas t€m sido relatados na literatura.
Segundo Zambolim (2008), o maior nimero de casos de resisténcia verificados na
literatura se refere ao grupo dos benzimidazdis. Isolados de P. digitatum, coletados de
frutos deteriorados de tangerinas (Citrus reticulata), laranjas (C. sinensis), limdes (C.
limon) e toranjas (C. paradisi) em supermercados de Paris e Rotterdam, mostraram-se
resistentes ao thiabendazole (Bus et al., 1991). A resisténcia de P. digitatum ao
thiabendazole também foi relatada na Califérnia, onde se observou que isolados do
fungo foram resistentes aos fungicidas imazalil, tiabendazol e o-phenylphenol. Entre os
326 isolados coletados, a percentagem de isolados resistentes aumentou de 43% em
1988 para 77% em 1990 (Holmes & Eckert 1999). Além disso, o sinergismo entre
isolados suscetiveis e resistentes do patdgeno dificulta o efeito dos produtos, como
constatado com fungicida do grupo benzimidazol (Wild & Eckert, 1982). Esses
resultados demonstram a importincia da descoberta de moléculas bioativas para o
controle de fitopatégenos. Embora os fungicidas reduzam a doenga, esse efeito pode
nio ser duradouro e o patégeno-alvo pode perder a sensibilidade ao principio ativo.

A partir do quinto dia apds a inoculagdo, a biomassa citrica ndo foi capaz de
conter o crescimento do patdégeno, igualando-se aos demais produtos alternativos, com
excecdo do 6leo de alho, formando um tunico grupo (Tabela 2). Benato et al. (2002)
relataram que a biomassa citrica diferiu significativamente da testemunha, mas néo foi
eficiente em controlar podriddes pds-colheita em maracuja-amarelo até o final do
periodo avaliado, que foi de dez dias. A razdo de a biomassa citrica, que se mostrou o
produto alternativo mais promissor, controlar a doenga até certo periodo de tempo, pode
ser atribuida ao fato de os teores e a composi¢do quimica dos constituintes volateis das
plantas sofrerem influéncia de diversos fatores (Costa et al., 2005) e isso comprometer a
qualidade dos principios ativos, que podem ter seu efeito reduzido ao longo do tempo,

reduzindo também o potencial de inibi¢ao do patdgeno.

26



Tabela 2 — Valores médios de severidade' (sz) do bolor verde em tangerinas ‘Ponca’
inoculadas com Penicillium digitatum, tratadas com diferentes fungicidas e
produtos alternativos aos agroquimicos e incubadas a 21 + 1°C e 85-90% de
UR por oito dias

’ Z . ~ 2
Dias ap6s a inoculacio

3
Trat 0 1 2 3 4 5 6 7 8

Agua 0,0a 05a 1,2a 13,5a 493a 634a 102,7a 129,3a 130,1b
Ag. +t 00a 02a 04a 157a 557a 70,8a 107,0a 136,8a 1452a
Imazalil 0,0a 0,0a 0,0a 00a 12d 24d 9,6d 16,5¢ 233c¢c

Tiofan. 0,0a 0,0a 0,6a 1,4a 16,7¢c 319c 639c 879b 121,6b

Thiab. 0,0a 0,0a 0,0a 00a 2I,1c 351c 582c 947b 1169Db
Quitos. 0,0a 0,0a 0,0a 4,0a 374b 525b 832b 103,7b 1324b

Biom. 0,0a 0,0a 00a 20a 28,1c 432b 769b 987b 1209b

Cr. 0,0a 00a O0,11a 60a 37,7b 504b 81,7b 110,4b 135,5a

India

Nim 0,0a 0,0a 0,0a 48a 393b 52,6b 80,1b 100,1b 127,0b

Pim. 0,0a 00a O0,1a 56a 374b 432b 760b 965b 131,0b

Longa
Alho 0,0a 0,0a 04a 143a 545a 630a 1055a 1425a 1455a

"Médias da drea das lesdes, descontando-se a drea do ferimento inicial.

*Grupos de médias seguidas de mesmas letras nas colunas ndo diferem entre si, ao nivel
de significancia de 5%, pelo critério de Scott-Knott.

’Agua — dgua destilada; Ag. + t — dgua destilada + 8 mL/L de tween 20; Tiofan. —
tiofanato metilico; Thiab. — thiabendazole; Quitos. — quitosana 10 mL/L + 8 mL/L de
tween 20; Biom. — biomassa citrica 10 mL/L + 8 mL/L de tween 20; Cr. India — cravo-
da-India 5 mL/L + 8 mL/L de tween 20; Nim — 6leo de nim 10 mL/L + 8 mL/L de
tween 20; Pim. Longa — 6leo de Pimenta Longa 5 mL/L + 8 mL/L de tween 20; Alho —
Oleo de alho 10 mL/L + 8 mL/L de tween 20.

No oitavo dia apds a inoculacdo, os frutos pulverizados com dgua, dgua
destilada+tween e 6leo de alho, apresentavam-se, em sua maior parte, infestados pelo
patégeno, enquanto as tangerinas tratadas com imazalil exibiam superficie praticamente

com auséncia de crescimento flingico (Figura 4).
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Figura 4 — Infestacdo de P. digitatum em tangerinas Poncd aos 8 dias apds a

inoculacdo.

Embora os outros produtos como a quitosana, 6leo de nim, pimenta longa e
cravo-da-india tenham formado grupos de médias distintos da testemunha, ndo foram
efetivos no controle do bolor verde. Souza et al. (2004), avaliando o efeito de 6leos
essenciais de condimentos sobre o desenvolvimento micelial de fungos associados a
produtos de panificacdo, verificaram que 6leo essencial de cravo ndo foi eficiente em
inibir o desenvolvimento micelial de Penicillium spp. Em testes em condicdes de
campo, utilizando produtos alternativos para controle da requeima do tomateiro causada
por Phytophthora infestans, os extratos de plantas avaliados - cravo, agafrdo-da-india,
pimenta, pimenta-do-reino e alho - foram pouco eficientes em reduzir a intensidade da
doenca. A baixa eficiéncia das misturas destes extratos indica insensibilidade do
patégeno aos compostos ou a baixas concentragdes dos seus principios ativos (Diniz et

al., 2006).
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3.3. Periodo de incubacao e periodo latente

Os produtos alternativos, com exce¢do do 6leo de alho, constituiram um mesmo
grupo de médias, tanto para periodo de incubacio quanto para periodo latente, cujos
valores foram estatisticamente maiores que os do grupo formado pelos frutos tratados
com 4gua e dgua + tween, indicando capacidade em atrasar o aparecimento da doenca.
Observam-se, dentre os fungicidas utilizados, diferencas significativas quanto ao
periodo de incubagdo, sendo o destaque para os frutos tratados com imazalil, cujo
periodo de incubagdo se estendeu para 7,28 dias e o latente para 7,95 dias (Tabela 3).

A biomassa citrica foi eficiente em atrasar o aparecimento da doenca, sendo
superior aos demais produtos alternativos e situando-se no mesmo grupo de médias dos
frutos tratados com tiofanato metilico. Quanto ao periodo latente, o grupo de médias
dos produtos alternativos, excetuando-se o 6leo de alho, diferiu da testemunha agua,
sugerindo efeito inibitério de seus principios ativos sobre as estruturas do patdgeno
(Tabela 3).

A eficiéncia da biomassa citrica também foi verificada por Hanada et al. (2004)
na erradicag@o de conidios de Mycosphaerella fijiensis aderidos a superficie de bananas,
que atuam na disseminagdo da doenga. Os autores verificaram que o Ecolife®, produto
de origem natural, composto de bioflavonoides citricos, fitoalexinas citricas e dcido
ascorbico, semelhante a biomassa citrica, foi eficiente em inibir em 100% a germinacio,
igualando-se aos fungicidas thiabendazole e benomil, independentemente do modo de
aplica¢do, ou seja, por imersdo ou pulverizagdo. Nesse mesmo estudo, os autores
constataram também a falta de efetividade do 6leo de pimenta longa em inibir

totalmente a germinagio de conidios.
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Tabela 3- Periodo de incubag@o e periodo latente médio de Penicillium digitatum em
tangerinas ‘Poncd’ tratadas com diferentes produtos alternativos aos
agroquimicos e incubadas a 21 + 1°C e 85-90% de UR por oito dias

Tratamentos' Periodo de incubagio® Periodo latente”
(dias) (dias)
Agua 2,90 e 343 d
Agua + tween 2,81 e 3,00 d
Imazalil 7,28 a 7,95 a
Tiofanato 4,24 ¢ 548 b
Thiabendaz. 4,81 b 5,09 b
Quitosana 3,52 d 3,86 ¢
Biomassa 3,86 ¢ 4,05 ¢
Cr. India 343 d 3,95 ¢
Nim 343 d 3,76 ¢
Pim. Longa 3,67 d 3,86 c
Alho 2,86 e 3,09 d

1Agua — 4gua destilada; Agua + t — dgua destilada + 8 mL/L de tween 20; Tiofanato —
tiofanato metilico; Thiabendaz. — thiabendazole; Quitosana — quitosana 10 mL/LL + 8
mL/L de tween 20; Biomassa — biomassa citrica 10 mL/L + 8 mL/L de tween 20; Cr.
India — cravo-da-india 5 mL/L + 8 mL/L de tween 20; Nim — 6leo de nim 10 mL/L + 8
mL/L de tween 20; Pim. Longa — 6leo de Pimenta Longa 5 mL/L + 8 mL/L de tween
20; Alho — 6leo de alho 10 mL/L + 8 mL/L de tween 20.

*Grupos de médias seguidas de mesmas letras nas colunas ndo diferem entre si, ao
nivel de significancia de 5%, pelo critério de Scott-Knott.

Zhang & Quantick (1997) relataram que a quitosana nem sempre € tdo ou mais
efetiva que os fungicidas sintéticos, como em lichias, em que o produto atrasou o
processo de infec¢do durante 33 dias de armazenamento, mas ndo foi tdo efetivo quanto
o thiabendazole no controle de podridoes.

A extens@o do periodo de incubacdo € de grande interesse, pois implica
prolongamento da vida util pds-colheita dos frutos, enquanto a extensdo do periodo
latente contribuird para a reducdo do indculo secundario, que constitui o indculo
inicialmente produzido sobre o fruto, o qual contribuird para o ciclo seguinte da doenca.
Penicillium digitatum possui alta capacidade de esporulacdo (Santos e Matos, 2006) e
quanto maior for o tempo para o aparecimento de estruturas do patégeno, menores as
chances de um fruto colonizado contaminar um fruto sadio. No armazenamento a

granel, os frutos sadios podem ser depreciados e permanecer manchados com os
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esporos liberados pelos frutos doentes. Frutos colonizados possuem periodo de
armazenamento reduzido devido a sintese de etileno, que acelera a maturacdo do fruto,

diminuindo sua vida de prateleira (Laranjeira et al. 2002).

3.4. Perda de massa da matéria fresca

As médias de perda de massa da matéria fresca ajustaram-se a um modelo linear

crescente em fungdo dos dias de avaliacdo (D), para todos os produtos (Figura 5).

——e—— Agua destilada Y=1,4733**D 1’=0,941
"""" O Agua destilada + tween Y=1,5203**D r*=0,953
———%—— Imazalil ¥=0,6475*D 1r’=0,999
—..—A.—..- Thiabendazole Y=0,9618 **D  r’=0,982
__ _m— Tiofanato Metilico ¥=0,9522 D r’= 0,964
— —g—— Oleode Alho 1% Y=1,2500%*D  r’= 0,930
— —e—— Cravo-da-India 0,5% Y=1,0427%*D = 0,951
——0—— Oleode nim 1% ¥=0,9615%*D  1’=0,949
........ A.. Oleode pimenta longa 0,5% ¥=1,0226%*D ?=0,976
—__o—— Biomassa citrica 1% ¥=0,9470 **D  *= 0,963
_ ._¢—.- Quitosana 1% Y=1,1170*D  1’=0,967

Perda de massa da matéria fresca (%)

Dias apds a inoculagio

** Significativo a 1% de probabilidade, pelo teste ‘t’ de Student

Figura 5 — Estimativa da perda de massa da matéria fresca em tangerinas ‘Poncd’
inoculadas com Penicillium digitatum, tratadas com diferentes fungicidas e
produtos alternativos aos agroquimicos e incubadas a 21 + 1°C e 85-90% de
UR por oito dias (D).
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Os maiores valores de perda de massa da matéria fresca foram observados nos
frutos tratados com 4dgua e dgua+tween, com 11,8% e 12,2 %, no oitavo dia,
respectivamente (Figura 5). A partir de outros dados como a severidade e incidéncia,
nota-se que, nestes tratamentos, o progresso da doenga foi mais rapido, e a deterioragdo
resultou em maior perda de massa da matéria fresca. Verifica-se que existe uma
correlacdo positiva entre severidade e perda de massa (0,66**). Assim, quanto maior a
severidade, maior serd a perda de massa. Sabe-se que fungos do gé€nero Penicillium
apresentam complexos enzimdticos capazes de degradar eficientemente a celulose
(Martins, 2005) e, portanto, a maior severidade decorrente da infeccio pelo patdgeno
implica degradacdo da parede celular. A camada externa que recobre o fruto, a cuticula,
¢ rompida em funcdo do ataque do fungo, e sua perda de integridade resulta em
diminui¢do na coes@o das células, perda de firmeza dos tecidos e maior exposicdo dos
tecidos ao ambiente.

Ao avaliar os efeitos dos tratamentos dentro dos dias pelo critério de Scott-Knott
ao nivel de 5% de probabilidade, € possivel observar que somente a partir do quarto dia
as médias dos tratamentos diferiram entre si (Tabela 4). Observa-se que os frutos
tratados com dgua e dgua + tween formaram um grupo a parte dos demais, indicando
que o progresso da doenga foi mais rapido nestes frutos e que a deterioracdo resultou
em maior perda de matéria fresca.

No sexto dia apds a inoculacdo, as tangerinas pulverizadas com imazalil
apresentaram menor perda de matéria fresca, com valor ainda aceitdvel para
comercializagdo, diferentemente dos valores observados para todos os outros
tratamentos, cujas médias foram superiores a 5%. Segundo Chitarra e Chitarra (2005),
perdas de umidade da ordem de 3 a 5% tornam, muitas vezes, o produto impréprio para
a comercializagdo devido ao inicio do processo de murchamento ou enrugamento, ndo
aceitavel pelo consumidor. A baixa perda de massa nos frutos tratados com imazalil
pode ser atribuida a2 manutencio da integridade dos tecidos.

Embora apresentassem elevadas taxas de perda de matéria fresca, as tangerinas
tratadas com tiofanato metilico, thiabendazole, quitosana, biomassa citrica, cravo-da-
india, 6leo de nim e pimenta longa formaram um grupo estatisticamente distinto
daquelas tratadas com 4gua, dgua + tween e Oleo de alho. Dentre tais produtos, a
quitosana vem sendo amplamente estudada com objetivo de ndo somente controlar

doengas, mas também de contribuir para a manutencdo da qualidade pés-colheita de
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produtos pereciveis. E possivel que a quitosana tenha formado uma barreira diminuindo

o déficit de pressdo do vapor d’4gua dos frutos em relagdo ao ambiente.

Tabela 4 — Valores médios de perda de massa da matéria fresca' (PMMF) de tangerinas
‘Poncd’ inoculadas com Penicillium digitatum, tratadas com diferentes
produtos alternativos aos agroquimicos e incubadas a 21 £ 1°C e 85-90% de

UR
Dias apés a inoculagio”

Tratamentos® 0 D) 4 6
Agua 0a 1,39 a 4,28 a 10,47 a
Agua + t 0a 1,68 a 4,54 a 10,60 a
Imazalil 0a 1,26 a 2,67b 3,84d
Tiofanato Oa 1,28 a 2,89b 6,53 ¢
Thiabendaz. Oa 1,46 a 3,22b 6,34 ¢
Quitosana Oa 1,49 a 3,48 Db 7,61 c
Biomassa Oa 1,26 a 2,87b 6,51 c
Cr. India 0a 1,13 a 3,11b 7,28 ¢
Nim 0a 1,06 a 2,81b 6,74 c
Pim. Longa Oa 1,40 a 3,37b 6,83 c
Alho Oa 1,05 a 348D 8,99 b

"% PMMEF = (peso inicial — peso final) * 100 / peso inicial

*Grupos de médias seguidas de mesmas letras nas colunas ndo diferem entre si, ao nivel
de significancia de 5%, pelo critério de Scott-Knott.

’Agua — dgua destilada; Agua + t — dgua destilada + 8 mL/L de tween 20; Tiofanato —
tiofanato metilico; Thiabendaz. — thiabendazole; Quitosana — quitosana 10 mL/L + 8
mL/L de tween 20; Biomassa — biomassa citrica 10 mL/L + 8 mL/L de tween 20; Cr.
India — cravo-da-India 5 mL/L + 8 mL/L de tween 20; Nim — 6leo de nim 10 mL/L + 8
mL/L de tween 20; Pim. Longa — 6leo de Pimenta Longa 5 mL/L + 8 mL/L de tween
20; Alho — 6leo de alho 10 mL/L + 8 mL/L de tween 20.

Zhang & Quantick (1997) descreveram a habilidade deste polissacarideo em
formar um filme semipermedvel que pode modificar a atmosfera e diminuir a
transpiracdo dos frutos. Devido a sua propriedade “filmogénica”, a quitosana pode atuar
como uma barreira a saida de nutrientes e, consequentemente, reduzir sua
disponibilidade a um nivel que ndo sustentaria o crescimento do patégeno (Cia et al.,
2007). Partindo desse pressuposto, frutos mais atacados apresentam menor integridade

do tecido e, assim, maior disponibilidade de nutrientes para o crescimento de P.
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digitatum. Logo, a formacdo de uma pelicula nos frutos impede a perda de dgua e a

consequente alteracdo da textura e o ataque de patdgenos.

3.5. Producao de CO;

Os frutos, até o terceiro dia, apresentaram taxas respiratorias semelhantes. A
partir de entdio, observa-se ascensdo na produgdo de CO,, com exce¢do do imazalil e
6leo de pimenta longa, que mantiveram a taxa respiratéria aproximadamente constante
(Figura 6). Nesse periodo, em que a superficie do fruto colonizada pelo patdgeno era
incipiente (Figura 3), os valores médios encontrados sido compativeis com aqueles
relatados por Biale (1960), de 16,1 e 21,5 mg COz.kg’l.h'1 para limdo e laranja,
respectivamente, a 20 °C.

Os frutos tratados com dgua, dgua+tween e 6leo de alho apresentaram taxas
respiratdrias maiores em relagdo aos dos demais tratamentos do terceiro ao sexto dia de
avaliacdo (Figura 6). Estes tratamentos foram os que exibiram maior severidade e
incidéncia de bolor verde. A destrui¢do da cuticula diminui a resisténcia a difusdao do
0,, CO;, e do vapor d’dgua entre o interior dos tecidos e o meio externo circundante,
favorecendo o aumento da respiracdo. Verifica-se correlacdo positiva (0,40%*) entre a
respiragdo e a perda de massa, ou seja, o aumento da respiragdo resultard em maior
perda de massa da matéria fresca uma vez que os compostos de carbono sdao
consumidos no processo respiratério. Segundo Chitarra & Chitarra (2005), a extensdo
do aumento na taxa de respiracdo ¢ usualmente proporcional a severidade do dano que
pode ser de origem mecénica ou causada por infeccdo de microrganismos. Observacdes
semelhantes foram constatadas nesse trabalho, em que o aumento da respirag¢do coincide
com o aumento da severidade (Figura 3) e da incidéncia (Figura 2) e,
consequentemente, com maiores danos nos tecidos. A partir do sexto dia de avaliacdo, a
reducdo na taxa respiratdria possivelmente pode ser atribuida a morte dos tecidos de
grande parte dos frutos (Figura 4).

Os frutos tratados com quitosana e biomassa citrica apresentaram médias
crescentes de producdo de CO, até o fim do periodo avaliado. Mazaro et al. (2008)
observaram elevacdo da taxa respiratoria em morangos tratados com quitosana a 2% em
comparag@o com as doses de 0,5 e 1% e atribuiram esse resultado ao fato de, naquela
concentracdo, os frutos terem apresentado danos que resultaram no aumento do

metabolismo e, consequentemente, no aumento da taxa respiratéria (Moraes, 2005).
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. e Agua destilada

........ O Agua destilada + tween
—————— Imazalil

——t—- Thiabendazole

— - — Tiofanato Metilico
0 Oleo de Alho 1%

e — Cravo-da-india 0,5%
- Oleo de nim 1%

........ A Oleo de pimenta longa 0,5%
—_——— Biomassa citrica 1%
——e—- Quitosana 1%

120

mg de CO, /kg/h

Dias ap6s a inoculagdo

Figura 6 — Taxa respiratéria (mg de COy/kg/h) de tangerinas ‘Poncd’ tratadas
com fungicidas e produtos alternativos.

Outros fatores contribuiram para o aumento da taxa respiratéria, como a injuria
causada no fruto pelo tubo preenchido por agulhas, além do etileno produzido pelo

proprio patégeno, uma vez que P. digitatum produz grande quantidade de etileno

(Fukuda & Ogawa, 1991).
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4. CONCLUSOES

- Dentre os produtos alternativos testados, biomassa citrica foi o que se mostrou
mais promissor no controle do bolor verde em tangerinas ‘Ponca’, enquanto o 6leo de

alho foi o menos promissor;

- O destaque foi para o imazalil que propiciou o maior controle do bolor verde.
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CAPITULO 2

CONTROLE DO BOLOR VERDE EM LARANJAS ‘VALENCIA’ COM
PRODUTOS ALTERNATIVOS AOS AGROQUIMICOS

RESUMO

A principal doenca de laranjas apds a colheita é o bolor verde, causado por
Penicillium digitatum. Este patégeno e o residuo de fungicidas constituem grande
problema para a expansdo do agronegécio de frutos citricos in natura. Neste trabalho
foi avaliado o efeito de produtos alternativos comparados aos agroquimicos no controle
do bolor verde em pés-colheita de laranja ‘Valéncia’. Frutos no estddio fisiolégico
maduro, com 60,0 + 0,3 % p/p de suco e 11,5 + 0,2 °Brix e massa média de 165,4 + 4,0
g foram lavados, desinfestados e inoculados com 50 pL. de uma suspensdo de conidios
de P. digitatum a uma concentracdo de 1x10° conidios/mL sobre um ferimento de cerca
de 1 mm de profundidade e 9 mm de didmetro na regido equatorial do fruto. Apds a
secagem da suspensdo de in6culo, os frutos foram pulverizados até o molhamento
completo com 4gua destilada, d4gua destilada + 8 mL/L de tween 20, imazalil (200 mL
de Magnate® 500 EC/100 L de 4gua), thiabendazole (103 mL de Tecto® SC/100 L de
dgua), tiofanato metilico(70 g de Cercobin® 700 WP/100 L de agua), quitosana 10
mL/L de 4gua ou dleos essenciais de alho 10 mL/L de dgua, cravo-da-india 5 mL/L de
dgua, nim 10 mL/L de agua, pimenta longa 5 mL/L de 4gua e biomassa citrica 10 mL/L

de dgua. Os 6leos essenciais e a quitosana foram acrescidos de 8 mL/L de tween 20.
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Os frutos foram acondicionados, em grupos de tr€s, em bandejas de poliestireno
expandido e armazenados em cdmara a 21+1 °C e 85-90% UR, onde permaneceram por
sete dias. Avaliaram-se o periodo de incubacdo e o periodo latente do fungo e,
diariamente, a severidade e a incidéncia da doenca. A perda de matéria fresca e a
producdo de CO, foram também avaliadas a cada dois dias. Biomassa citrica e
quitosana mostraram-se os mais promissores no controle do bolor verde, estendendo o
periodo de incubagdo em 2,8 dias e o periodo latente em aproximadamente 3,3 dias em
relacio a d4gua, além de reduzir a severidade da doenca em 59,6% e 62%,
respectivamente, também em comparagdo com a dgua, no sétimo dia apds a inoculagdo.
Biomassa citrica e quitosana foram eficientes ainda em reduzir a incidéncia em 26,3% e
32,6%, respectivamente, aos 5 dias, em relacdo a dgua. O imazalil e o tiofanato metilico
controlaram a doenga em 100% até o sétimo dia de avaliacdo. Dentre os produtos
alternativos, a biomassa citrica propiciou a menor perda de massa, estando no mesmo
grupo de médias dos fungicidas. Quanto a producdo de CO,, verifica-se menor taxa
respiratéria nos frutos tratados com fungicidas, enquanto biomassa citrica, em

comparag@o com os outros produtos alternativos, exibiu producao inferior de CO,.
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1. INTRODUCAO

A citricultura exerce importante papel no desenvolvimento do Brasil, seja pela
injecdo de recursos na economia, pela grande absor¢do de mao de obra que contribui
para a fixacdo do homem no campo, e por propiciar posi¢do de destaque internacional
ao pafs, ja que o Brasil € o maior produtor de citros e o maior exportador de suco de
laranja.

Em 2008, a producdo brasileira de laranjas atingiu aproximadamente 16.800.000 t
numa area plantada superior a 821 mil hectares (Agrianual, 2009), estando localizado
em S3o Paulo o maior parque citricola mundial, embora na maioria dos estados
brasileiros se cultivem frutas citricas.

O foco comercial da cadeia paulista é a producido/comercializacdo industrial da
laranja, sendo que 70 a 80% da produgdo se destinam a industrializagdo, entre 20 e 30%
sdo comercializados no mercado interno e menos de 1% ¢ exportado in natura (Boteon
& Neves, 2005). Esta baixa relacdo entre producio e exportacdo se deve as variedades
cultivadas, mais apropriadas ao processamento e distanciadas de gostos e preferéncias
dos consumidores estrangeiros e as barreiras tarifirias e restricdes sanitdrias,
destacando-se a exigéncia de qualidade pelo mercado externo, como frutas bem
selecionadas, embaladas adequadamente, certificadas e sistema de rastreabilidade
(Toffano, 2005).

Como importante problema sanitdrio de laranjas na pds-colheita, destaca-se o
bolor verde causado por Penicillium digitatum, que provoca rapida desintegracdo dos

tecidos, exalando odor caracteristico e tornando o fruto inapto para consumo humano.
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Virias medidas de controle sdo recomendadas para essa doenga, mas o tratamento
quimico é o método mais utilizado, sendo recomendados, no Brasil, os fungicidas do
grupo benzimidazol e imidazol (AGROFIT, 2009). Embora esses fungicidas sejam
amplamente utilizados devido a sua alta capacidade sist€mica contra grande nimero de
patégenos, possuem vdrias restricdes de uso, dentre elas selecionar isolados resistentes
em funcdo do seu uso continuo.

A énfase em prote¢@o de frutos pds-colheita contra podriddes tem sido desviada
do uso de produtos quimicos para vdrias técnicas alternativas de controle, que garantam
a seguranca do produto e que ndo coloquem em risco a saide dos consumidores,
minimizando ou substituindo o uso de fungicidas e prolongando o periodo de
conservagao dos frutos (Camili et al., 2007).

Ha relatos da eficiéncia de extratos e Oleos vegetais no controle de
fitopatogenos. Assim, Toffano (2005), avaliando o potencial de extratos do albedo de
laranja, flavedo de limao ‘Tahiti’, Lentinula edodes, Agaricus blazei e dcido jasmdnico
como possiveis agentes de controle de P. digitatum e de inducdo de resisténcia em
frutos de laranja ‘Valéncia’, observou que o flavedo de limédo ‘Tahiti’ reduziu o ndmero
de frutos doentes e o nimero de frutos com esporulagcdo do patégeno. Franco & Bettiol
(2000) verificando a eficiéncia de produtos alternativos como extratos vegetais em
laranja ‘Pera’ inoculadas com P. digitatum, obtiveram resultados promissores,
observando que apenas 20% dos frutos tratados com Cymbopogon citratus a 5% foram
infectados com a doenca, enquanto a infeccdo ocorreu em 90% dos frutos do tratamento
testemunha.

O objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito de quitosana, biomassa citrica e
6leos de nim, pimenta longa, alho e cravo-da-india no controle do bolor verde em
laranja ‘Valéncia’ e comparar seus efeitos com os de agroquimicos registrados no

Ministério da Agricultura, Pecudria e Abastecimento para o controle dessa doenca.
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2. MATERIAL E METODOS

Frutos de laranja ‘Valéncia’ [Citrus sinensis (L.) Osbeck] foram colhidas no
Pomar Experimental da Universidade Federal de Vigosa, Minas Gerais, em 24 de agosto
de 2009. De acordo com os critérios minimos para colheita de laranja ‘Valéncia’
estabelecidos pelo Programa Brasileiro para a Melhoria dos Padrdes Comerciais e
Embalagens de Hortigranjeiros (2000), que recomenda 44% p/p de suco e 10 °brix, os
frutos foram colhidos no estadio fisiolégico maduro com 60,0 + 0,3 % p/p de suco e
11,5 + 0,2 ° Brix. Em seguida, foram transportados até o Galpao de P6s-Colheita do
Setor de Fruticultura do Departamento de Fitotecnia da Universidade Federal de Vigosa
em caixas forradas com plastico-bolha e em camadas tUnicas para evitar qualquer
ferimento. Foi feita a selecdo de acordo com auséncia de injudrias, uniformidade de cor e
tamanho, utilizando-se frutos com massa de 165,4 + 4,0 g. As laranjas foram lavadas
com detergente neutro 2 mL/L e enxaguadas duas vezes em d4gua potavel.
Posteriormente, foram desinfestadas em solugdo de hipoclorito de s6dio a 0,5% (v/v)
durante trés minutos, novamente enxaguadas em d4gua potiavel por duas vezes e
colocadas para secar ao ar.

ApOs esse processo, os frutos foram feridos em um ponto na regido equatorial, a
uma profundidade de cerca de 1 mm, com um tubo de aco de 9 mm de didmetro, tendo
seu interior preenchido com agulhas de aco. Apds os ferimentos, as laranjas ‘Valéncia’
foram inoculadas com 50uL de uma suspensdo de conidios de P. digitatum com 1,0 x
10° conidios/mL, ajustada com hemacitdmetro. O inéculo utilizado foi o mesmo do

Capitulo 1, isolado de frutos colonizados no campo pelo processo direto e cultivado
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previamente em placas de Petri contendo meio batata, dextrose e dgar por sete a dez
dias a 25 °C em camara de crescimento no Laboratério de Patologia de Sementes e de
Pés-colheita do Departamento de Fitopatologia da Universidade Federal de Vigosa.
Uma vez secada a suspensdo de inéculo, os frutos foram pulverizados com um dos
seguintes produtos até o total molhamento, com auxilio de um borrifador:

- dgua destilada

- dgua destilada + 8 mL/LL Tween 20

- thiabendazole (103 mL de Tecto® SC /100L de dgua)

- tiofanato metilico (70 g de Cercobin® 700 WP /100L de dgua)

- imazalil (200 mL de Magnate® 500 EC /100L de dgua)

- 6leo de alho ‘Probinatu®’ (10 mL/L) + 8 mL/L Tween 20

- 6leo essencial de cravo-da-India (5 mL/L) + 8 mL/L Tween 20

- 6leo de nim ‘Organic Neem®’ (10 mL/L) + 8 mL/L Tween 20

- 6leo essencial de pimenta longa (5 mL/L) + 8 mL/L Tween 20

- biomassa citrica ‘Biogermex’ (10 mL/L) + 8 mL/L Tween 20

- quitosana (10 g/L) + 8 mL/L Tween 20

Os o6leos essenciais e demais produtos alternativos adquiridos na sua forma
concentrada foram diluidos em 4gua para a concentragdo desejada e acrescidos do
emulsificante Tween® 20 (monoleato de sorbitano polioxietileno), um surfactante ndo-
i6nico, na concentracdo de 8 mL/L. No preparo da solug¢do de quitosana, procedeu-se ao
ajuste do pH em torno de 4,3 com adicdo de 4cido acético glacial. Em seguida, as
laranjas foram acondicionadas em bandejas de poliestireno expandido e armazenadas
em camara a 21 + 1°C e 85-90% de UR, onde permaneceram por sete dias. Diariamente
foram feitas avaliagdes para acompanhar a incidéncia e a severidade da doencga e
detectar o periodo de incubacg@o e o periodo latente do fungo. Foram realizadas também
medi¢des da producdo de CO, e perda de massa da matéria fresca. As metodologias de
andlises foram semelhantes as descritas no Capitulo 1.

O experimento foi conduzido em parcelas subdivididas no tempo, tendo-se nas
parcelas os produtos testados e nas subparcelas, os dias de avaliacdes (0, 1, 2,3, 4, 5, 6
e 7). O delineamento experimental foi o inteiramente casualizado com sete repeti¢des e
cada unidade experimental constituida de tr€s frutos. Os dados foram submetidos
primeiramente as pressuposicdes da ANOVA, em que foram verificados quanto a

normalidade e homogeneidade de varidncia ao nivel de 5% de probabilidade.
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Posteriormente, foram analisados por meio das andlises de varidncia e regressdo. O
modelo ajustado por meio de regressdo nas avaliagdes de perda de massa da matéria
fresca foi escolhido com base na significincia do coeficiente de regressdo no nivel de
5% de probabilidade, pelo teste “t” de Student, no coeficiente de determinagdo e no
potencial para explicar o fendmeno bioldgico. Nos modelos ajustados com regressao
ndo-linear, a escolha foi realizada com base nos dois ultimos itens. Os dados foram
analisados com auxilio do Sistema de Andlises Estatisticas e Genéticas da Universidade
Federal de Vicosa (SAEG, 2007). Para a andlise de produgdo de CO;, a estatistica foi

descritiva.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. Incidéncia

O modelo ajustado para a incidéncia em fun¢@o dos dias apds a inoculagao foi o
sigmoidal (Figura 1).

Observa-se uma rdpida ascensdo da percentagem de frutos colonizados tratados
com dgua (testemunha), 6leos de nim, pimenta longa e alho no segundo dia apds a
inoculagdo. Frutos tratados com cravo-da-india e dgua+tween apresentaram valores
maximos no terceiro dia, enquanto nos frutos tratados com thiabendazole, quitosana e
biomassa citrica, a incidéncia aumentou de forma mais gradual, atingindo o maximo
entre 0 quinto e o sexto dia apds a inoculacdo. Até o terceiro dia, o thiabendazole,
biomassa citrica e quitosana apresentaram a mesma tendéncia e, a partir de entéo, foi
observada uma separacdo das linhas, sendo a percentagem de frutos colonizados maior
no tratamento com quitosana, seguido da biomassa citrica e, por ultimo, do
thiabendazole (Figura 1).

A ineficiéncia do 6leo de pimenta longa em controlar o bolor verde neste
trabalho estd em desacordo com vérios autores que relatam o sucesso desse produto no
controle de fitopatdégenos. A atividade fungitéxica de 6leos essenciais extraidos de

diversas plantas pertencentes ao género Piper tem sido relatada em diversos trabalhos,
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como os de Bastos e Albuquerque (2004) e Bastos (1997), que demonstram a acdo
inibitéria do dleo essencial de Piper aduncum L. contra Colletotrichum musae e
Crinipellis perniciosa, respectivamente, juntamente com a inibi¢do in vitro do
crescimento micelial de vérios outros fitopatégenos. No entanto, a maioria dos
resultados sdo obtidos em testes in vitro, que retratam uma condi¢do bem diferente
daquela observada em campo e em aplicag@o direta nos 6rgdos das plantas, como frutos
e folhas.

Na literatura cientifica, sdo escassos os trabalhos que relatam o efeito in vivo de
extratos e Oleos vegetais, principalmente sobre frutos citricos, visando ao controle do
bolor verde. E vilido salientar ainda que, além da necessidade de estudos in vivo, outros
fatores devem ser levados em consideracdo, como a composi¢cdo quimica dos produtos.
Como exemplo, o teor de safrol, principio ativo do d6leo essencial de pimenta longa,
pode variar de acordo com o manejo das plantas, com a temperatura da regido de
cultivo, a disponibilidade hidrica, a radiagfo ultravioleta, a adubacdo etc. Nascimento et
al. (2008) encontraram menor teor de safrol no 6leo essencial de pimenta longa, obtido
de plantas cultivadas em Lavras, MG, quando comparadas as plantas da regido
Amazodnica. Portanto, a composi¢do do dleo e a descri¢do precisa das condi¢des em que

ele foi obtido s@o necessdrias para que se possa inferir sobre sua eficiéncia.
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. 7 — _ 3 2_
° Agua destilada Y=98,0969/1+exp (14,538-8,045**D) R*=0,998

,,,,,,,, 0 Agua destilada + tween Y= 79,9098/1+exp(6,862-2,996**D)  R*= 0,998
———y—— Imazalil Y=0

— A= Thiabendazole ¥=38,4498/ 1+exp (4,099-1,329*%*D) R%= 0,960
— —® —  Tiofanato Metilico Y=0

——0——Oleo de Alho 1% ¥=99,9425/1+exp (14,999-8,225%*D) R’= 0,999
— —e—— Cravo-da-India 0,5% ¥=93,7011/1+exp (6,115-2,947**D) ~ R*= 0,998
—o——  Oleo de nim 1% Y=97,1455/1+exp (14,243-7,767**D) R’=0,998
~~~~~~~~ A Oleo de pimenta longa 0,5%  Y=98,0969/1+exp (14,568-8,059**D) R’= 0,998
——-v-—— Biomassa citrica 1% ¥=65,9533/1+exp (3,991-1,038**D)  R*= 0,967
— - Quitosana 1% Y= 172,2303/1+exp (6,829-1,988**D)  R’= 0,996

Incidéncia (%)

Dias ap6s a inoculag@o

** Significativo a 1% de probabilidade, pelo teste ‘t’ de Student

Figura 1 — Estimativa da incidéncia do bolor verde em laranjas ‘Valéncia’ inoculadas
com Penicillium digitatum, tratadas com diferentes fungicidas e produtos
alternativos aos agroquimicos e incubadas a 21 + 1°C e 85-90% de UR por
sete dias (D).

Franco & Bettiol (2002) verificaram incidéncia do bolor verde em 80% de
laranjas ‘Pera’ inoculadas e tratadas com extrato de Azadiracta indica (nim) a 10%, aos
cinco dias ap6s inoculacdo. No presente trabalho, logo no segundo dia, 76,2% das
laranjas pulverizadas com o dleo de nim j4 apresentavam a doenca (Tabela 1). Segundo
Mossini & Kemmelmeier (2005), os efeitos precisos de varios tipos de extratos da

arvore nim, quanto ao controle de pragas e doencas, sdo frequentemente dificeis de
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serem apontados, uma vez que a complexidade dos compostos e seus diversos modos de

acdo dificultam a elucidacido dos mecanismos envolvidos.

Tabela 1- Valores médios de incidéncia' (%) do bolor verde em laranjas ‘Valéncia’
inoculadas com Penicillium digitatum, tratadas com diferentes produtos
alternativos aos agroquimicos e incubadas a 20 °C e 80% UR por sete dias

. 2 . ~ 2
Dias apés a inoculagdo

Tratamentos 0 1 ) 3 4 5 6 7

Agua Oa Oa 80,9 a 95,2 a 95,2 a 100 a 100 a 100 a
Agua +t Oa Oa 238¢c 71,4b 762a 809b 809b 809b
Imazalil Oa Oa 0d 0d 0d 0d 0d 0d
Tiofanato Oa Oa 0d 0d 0d 0d 0d 0d
Thiabendaz. Oa Oa 4,8d 23,8 ¢ 23,8 ¢ 38,1c¢c 38,1c¢c 38,1c¢c
Quitosana Oa 0a 0d 238c 524b 714b 714b 714D
Biomassa Oa Oa 4,8d 286¢c 286c 524c 619b 619D
Cr. India Oa 0a 429b 857a 90,5a 952a 952a 952a
Nim Oa Oa 76,2 a 952 a 95,2 a 95,2 a 100 a 100 a
Pim. Longa Oa Oa 80,9a 952a 952a 100 a 100 a 100 a
Alho Oa 0a 80,9 a 100 a 100 a 100 a 100 a 100 a

"ncidéncia = (n° de frutos colonizados / n° total de frutos) x 100, sendo 21 frutos por
tratamento.

2Grupos de médias seguidas de mesmas letras nas colunas néo diferem entre si, ao nivel
de significincia de 5%, pelo critério de Scott-Knott.

3Agua — 4gua destilada; Agua + t — dgua destilada + 8 mL/L de tween 20; Tiofanato —
tiofanato metilico; Thiabendaz. — thiabendazole; Quitosana — quitosana 10 mL/L + 8
mL/L de tween 20; Biomassa — biomassa citrica 10 mL/L + 8 mL/L de tween 20; Cr.
India — cravo-da-India 5 mL/L + 8 mL/L de tween 20; Nim — 6leo de nim 10 mL/L + 8
mL/L de tween 20; Pim. Longa — 6leo de Pimenta Longa 5 mL/L + 8 mL/L de tween
20; Alho — 6leo de alho 10 mL/L + 8 mL/L de tween 20.

A Tabela 1 mostra o efeito dos tratamentos dentro de cada dia apds a inoculacio.
A partir do segundo dia foram observadas diferencgas significativas entre os tratamentos.
Apenas os fungicidas tiofanato metilico e imazalil foram capazes de manter os frutos
sadios até o dltimo dia de avaliagdo. Embora a biomassa citrica e a quitosana tenham
reduzido a incidéncia em 26,3% e 32,6%, respectivamente, em comparacio a

testemunha dgua no sétimo dia, esse nivel de controle ndo € desejdvel para o consumo
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in natura, pois, mesmo em baixa ou média severidade, os frutos infectados se tornam
impréprios comercialmente, além de serem fontes de inéculo. E possivel que, em
condi¢des comerciais, o efeito desses produtos seja potencializado, uma vez que as
condi¢des do presente trabalho foram totalmente favordveis ao desenvolvimento do
patégeno.

Estes resultados demonstram a necessidade de estudos mais detalhados com tais
produtos no que se refere ao modo de aplicagdo, tempo de imersdo dos frutos,
concentracdo, pH e temperatura da calda, possibilidade da utilizagao destes produtos
como sanitizantes, reduzindo o indculo superficial, e na desinfec¢do de ferimentos,

dentre outros, devendo ser esses produtos testados em condi¢cdes comerciais.

3.2. Severidade

A severidade ajustou-se ao modelo sigmoidal em fungdo do tempo, tendo
valores crescentes até o final do periodo avaliado (Figura 2).

A severidade da doenca foi baixa até o segundo dia e, a partir de entlo, é
possivel verificar uma separacdo dos tratamentos. Os frutos tratados com biomassa
citrica e a quitosana acompanharam a tendéncia dos tratados com thiabendazole,
evidenciando a capacidade desses produtos em reduzir o crescimento do patdgeno em
59,6 e 62% no sétimo apds inoculagdo, em relagdo a dgua. O imazalil e o tiofanato
metilico controlaram totalmente a doenca durante os sete dias de avaliacdo. Nos frutos
tratados com 6leo de alho, o desenvolvimento da doenca foi semelhante ao relatado no
Capitulo 1, confirmando seu baixo potencial de uso no controle de P. digitatum em
frutos citricos, uma vez que resultou em altos valores de severidade em laranja

‘Valéncia’ (Figuras 2 e 3).
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——&—— Agua destilada

~~~~~~~~ O Agua destilada + tween
———v—— Imazalil

——A-—-- Thiabendazole

— —® — Tjofanato Metilico

— —0—— Oleo de Alho 1%
— —— — Cravo-da-India 0,5%
——— Oleo de nim 1%
"""" A Qleo de pimenta longa 0,5%
———7—— Biomassa citrica 1%
—..—@ —--- Quitosana 1%

160

Severidade (sz)

= 179,661/(1+exp (4,48324-0,84113++D))

N
V= 156,340/(1+exp (4,81591-0,80877**D))

V= 185,526/(1+exp (4,22466-0,82066**D))
Y= 151,305/(1+exp (4,96471-0,89173%+D))
V= 122,146/(1+exp (4,61070-0,95272++D))
V= 142,210/ 1+exp (4,52305-1,01751++D))

V'=44,9710/1+exp (6,10804-1,18267++D))

¥=56,399/1+exp (7,56927-1,59481+*D))

Dias ap6s a inoculag@o

** Significativo a 1% de probabilidade, pelo teste ‘t” de Student

R%=0,997
R%=0,997

R’= 0,998

R’=0,995
R’= 0,998
R’= 0,995
R?=0,998
R’= 0,996
R?=0,998

Figura 2 — Estimativa da severidade (cm?) do bolor verde em laranjas ‘Valéncia’
inoculadas com Penicillium digitatum, tratadas com diferentes fungicidas
e produtos alternativos aos agroquimicos e incubadas a 21 + 1°C e 85-

90% de UR por sete dias (D).
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Figura 3 — Infestacdo de P. digitatum em laranjas ‘Valéncia’ aos 7 dias apds a

inoculagao.

Aratjo et al. (2009), avaliando o efeito de extrato aquoso de alho a 10%, extrato
de bulbos frescos de alho obtidos pela infusdo a 10% e extrato alcodlico de alho a 10 e

20%, verificaram reducdo no crescimento micelial de P. roqueforti, enquanto o extrato
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alcodlico de alho a 25% nao teve efeito sobre o crescimento micelial. Esses resultados
demonstram que o aumento na concentragdo resulta em aumento da disponibilidade de
componentes nutricionais para o desenvolvimento do patégeno (Aratjo et al, 2009) e
que o modo de obtencdo dos preparados, quer seja na forma de extrato ou de dleo
essencial, afeta o rendimento dos principios ativos (Sousa et al., 1991). No presente
trabalho, possivelmente, os principios ativos responsaveis pela inibicdo do crescimento
microbiano encontravam-se em baixa concentracdo no produto testado no presente
trabalho ou em quantidade insuficiente para afetar o crescimento do patdgeno.

Observa-se que a dgua+tween exerceu efeito de inibi¢do no desenvolvimento do
patégeno, uma vez que seus efeitos diferiram do da dgua (Tabela 2). O emulsificante
Tween® (monoleato de sorbitano polioxietileno), um surfactante ndo-idnico, tem sido
muito empregado como agente dispersante na preparacdo das solugdes. Entretanto, os
surfactantes podem interagir com organismos, afetando sua atividade, e ndo existe
quantidade padriao desse agente empregado na maioria das publicagdes (Nascimento et
al., 2008). Gomez-Lopez et al. (2005), empregando o emulsificante Tween® 80 como
agente dispersante na preparacdo das solugdes, observaram a interacdo deste
emulsificante com Aspergillus spp.

O 6leo de nim a 10 mL/L também mostrou baixa eficiéncia na redugdo do
crescimento de P. digitatum em laranja ‘Valéncia’ (Figura 2). Arroteia et al. (2007),
estudando o efeito de diversas concentragdes do 6leo de nim na produgdo de patulina
por P. expansum em magas inoculadas, verificaram que, nas concentracdes acima de
0,5%, nao houve efetiva inibi¢do na produgdo de micotoxina, provavelmente devido a
diminui¢do da solubilidade do extrato oleoso em 4dgua. Segundo os autores, as
concentragdes menores foram mais efetivas na inibi¢do, indicando que, provavelmente,
tenha ocorrido um maior contato e absorcdo do extrato pelo fungo e pelo substrato
(magd).

O efeito dos tratamentos dentro dos dias pode ser observado pelo critério de
Scott-Knott (Tabela 2). O thiabendazole mostrou-se menos efetivo que os outros
fungicidas testados, contrariando os resultados obtidos por Franco & Bettiol (2000), que
utilizaram o thiabendazole como fungicida-padrio no controle do bolor verde em
laranjas ‘Pera Rio’, tendo obtido 100% de controle apds 6 a 7 dias de incubagdo a 25 +
5°C. Benato et al. (2002) verificaram que o thiabendazole nas concentragdes 500, 1000

e 2000 ug.mL™" (i.a.) ndo foi eficiente no controle das podriddes de maracujd-amarelo.
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Tabela 2- Valores médios de severidade' (sz) do bolor verde em laranjas ‘Valéncia’
inoculadas com Penicillium digitatum, tratadas com diferentes produtos
alternativos aos agroquimicos e incubadas a 20 °C e 80% UR por sete dias

Dias apés a inoculagio”
Tratamentos® 0 1 ) 3 4 5 6 7

Agua Oa Oa 75a 28,0a 44,1a 752a 1157a 144,1a

Agua+t 0a Oa 23a 160b 27,0b 50,7b 77,6b 110,1b

Imazalil 0a Oa Oa Oc Oc 0d Oe Oe
Tiofanato Oa 0,a Oa Oc Oc 0d Oe Oe
Thiabendaz. 0a Oa 04a 39c 7.5c 151c 251d 309d
Quitosana Oa 0Oa Oa 32c¢c 14,1¢c 32,5¢ 514c 539c
Biomassa 0Oa 0Oa 12,2a 43c 182c 328c 632c 743c
Cr.India 0a 0a 22a 168b 30,7b 56,7b 89,3b 118,7b

Nim 0Oa Oa 55a 23,0b 373b 624b 954b 1069b
Pim.Longa 0Oa Oa 02a 257b 373b 719a 1042a 139,8a

Alho Oa Oa 11,8a 33,8a 52,1a 82,6a 127,3a 151,3a

"Médias da area da lesdo, descontando-se a area do didmetro do ferimento.

*Grupos de médias seguidas de mesmas letras nas colunas ndo diferem entre si, ao nivel
de significancia de 5%, pelo critério de Scott-Knott.

’Agua — dgua destilada; Agua + t — dgua destilada + 8 mL/L de tween 20; Tiofanato —
tiofanato metilico; Thiabendaz. — thiabendazole; Quitosana — quitosana 10 mL/L + 8
mL/L de tween 20; Biomassa — biomassa citrica 10 mL/L + 8 mL/L de tween 20; Cr.
India — cravo-da-india 5 mL/L + 8 mL/L de tween 20; Nim — éleo de nim 10 mL/L + 8
mL/L de tween 20; Pim. Longa — 6leo de Pimenta Longa 5 mL/L + 8 mL/L de tween
20; Alho — 6leo de alho 10 mL/L + 8 mL/L de tween 20.

Dessa forma, produtos alternativos surgem como ferramenta de controle para o
manejo integrado de doencas. A alternancia de aplicacdo de agroquimicos com outros
compostos alternativos combinados com medidas de controle cultural, a fim de se
potencializarem os efeitos benéficos de cada pratica, pode ser estratégia interessante no

manejo de doengas nos campos de producio (Diniz et al., 2006).
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3.2. Periodo de incubacio e periodo latente

A Tabela 3 mostra que, dentre os produtos alternativos testados no controle do
bolor verde em laranja ‘Valéncia’, apenas a biomassa citrica, quitosana e o cravo-da-
india formaram grupos de médias distintos da testemunha, indicando sua capacidade em
atrasar o aparecimento dos primeiros sintomas e sinais do patégeno. Os efeitos da
quitosana e da biomassa citrica foram estatisticamente semelhantes aos do fungicida
thiabendazole, causando atraso de aproximadamente trés dias no aparecimento dos
sintomas em relagdo a dgua. Como ja descrito anteriormente, o imazalil e o tiofanato
metilico foram eficientes em inibir o aparecimento do patégeno durante o periodo
estudado. Esses resultados contrariam os verificados por Eckert et al. (1994), em
trabalho com limdo, em que o tratamento com imazalil ndo controlou a esporulagdo do
fungo em alguns frutos, sugerindo o surgimento de isolados resistentes ao fungicida.

O tratamento Aagua+tween formou um grupo de média diferente do da
testemunha, com periodos de incubacdo e latente maiores, demonstrando a influéncia do
emulsificante Tween 20 em aumentar esses periodos, como mencionado anteriormente
em trabalhos de Nascimento et al. (2008) e Gomez-Lopez et al. (2005).

A extensdo do periodo de incubagdo possibilita maior vida de prateleira dos
frutos, e o atraso no aparecimento de estruturas do patégeno contribui para a redugdo da
fonte de indculo, visto que o grande nimero de esporos presentes na superficie dos
frutos € facilmente disperso pelo ar, levando a uma alta incidéncia da doenga. Os
esporos sdo abundantes nos pomares e casas de embalagem, principalmente nos locais

onde as caixas com os frutos vindos do pomar sdo recebidas e selecionadas (Fischer et

al., 2008).
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Tabela 3- Periodo de incubagdo e periodo latente médio de Penicillium digitatum em
laranjas ‘Valéncia’ tratadas com diferentes produtos alternativos aos
agroquimicos e incubadas a 20 °C e 80% UR por sete dias

Tratamentos' Periodo de incubagio” Periodo latente”
(dias) (dias)
Agua 2,28 d 2,52 d
Agua +t 3,67 ¢ 4,09 ¢
Imazalil 7,00 a 7,00 a
Tiofanato 7,00 a 7,00 a
Thiabendaz. 571 b 6,28 b
Quitosana 4,90 b 5,76 b
Biomassa 524 b 595 b
Cr. India 2,90 ¢ 3,34 ¢
Nim 2,38 d 2,67 d
Pim. Longa 2,28 d 243 d
Alho 2,19 d 2,57 d

'Agua — dgua destilada; Agua + t — dgua destilada + 8 mL/L de tween 20; Tiofanato —
tiofanato metilico; Thiabendaz. — thiabendazole; Quitosana — quitosana 10 mL/L + 8
mL/L de tween 20; Biomassa — biomassa citrica 10 mL/L + 8 mL/L de tween 20; Cr.
India — cravo-da-India 5 mL/L + 8 mL/L de tween 20; Nim — 6leo de nim 10 mL/L + 8
mL/L de tween 20; Pim. Longa — 6leo de Pimenta Longa 5 mL/L + 8 mL/L de tween
20; Alho — 6leo de alho 10 mL/L + 8 mL/L de tween 20.

*Médias seguidas de mesmas letras nas colunas ndo diferem entre si, ao nivel de
significancia de 5%, pelo critério de Scott-Knott.

O insucesso dos 6leos de nim, pimenta longa e alho em retardar o aparecimento
dos sintomas e dos sinais do patégeno pode estar relacionado as caracteristicas do
patossistema P. digitatum — Citrus reticulata: alta agressividade do patégeno, alta

suscetibilidade do hospedeiro e condi¢des favordveis do ambiente.
3.3.  Perda de massa da matéria fresca
A perda de massa da matéria fresca aumentou linearmente em funcio dos dias

apos inoculacdo (D) dos fungicidas e produtos alternativos (Figura 4). Os frutos tratados

com 6leo de nim e os da testemunha 4gua tiveram os maiores valores de perda de
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massa, enquanto menor perda foi verificada nos frutos tratados com thiabendazole e
dgua+tween. Os demais tratamentos apresentam valores intermedidrios.

A perda de massa da matéria fresca se correlacionou positivamente com a
severidade e a incidéncia da doenca e com a produgdo de CO,, cujos coeficientes foram
0,78%%*; 0,56*%* e 0,82**, respectivamente. Com o ataque do patégeno e o consequente
aumento da severidade, as membranas celulares vdo perdendo a permeabilidade e
ocorre desestruturacdo de cuticulas e paredes celulares, resultando em extravasamento
de solutos que contribui para maior disponibilidade de nutrientes para o crescimento do
fungo e aumento da perda de massa. A Tabela 4 mostra que somente no ultimo dia de
avaliacdo houve diferencas significativas entre os efeitos dos tratamentos. Os maiores
valores foram observados nos frutos tratados com &dgua e dleo de nim, nos quais
também foram verificados altos valores para severidade e incidéncia da doenca,
enquanto as menores perdas foram verificadas quando foram utilizados os fungicidas, a
biomassa citrica e a dgua+tween. E possivel que estes produtos tenham propiciado a
formacdo de uma barreira diminuindo o déficit de pressdo entre o fruto e a atmosfera
circundante e, principalmente, mantiveram a integridade celular, contribuindo para uma

baixa perda de massa.
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—— Agua destilada Y= 0,4984*D 1*= 0,939

~~~~~~~~ Orenin Agua destilada + tween Y= 02176**D r’=0,998
e —— Imazalil Y= 0,2688%*D 1’=0,996
—_———n—- Thiabendazole Y= 0,2274**D r’=0,997
— - — Tiofanato Metilico Y= 0,2598**D r’=0,998
——0—— Oleo de Alho 1% Y= 0,4267%*D r’=0,919
———— Cravo-da-India 0,5% Y= 0,4178**D r’=0,918
— Oleo de nim 1% Y= 0,4694*D r*= 0,868
el Oleo de pimenta longa 0,5% Y= 0,4095%*D r’= 0,921
———— Biomassa citrica 1% Y= 0,3319%*D r’=0,982
— . —- Quitosana 1% Y= 0,3987**D r’=0,950

Perda de massa matéria fresca (%)

Dias apds a inoculacdo

** Significativo a 1% de probabilidade, pelo teste ‘t’ de Student

Figura 4 — Estimativa da perda de massa da matéria fresca em laranjas ‘Valéncia’
inoculadas com Penicillium digitatum, tratadas com diferentes fungicidas e
produtos alternativos aos agroquimicos e incubadas a 21 + 1°C e 85-90% de
UR por sete dias (D).

Embora se observe a formacdo de grupos distintos quanto a perda de massa da
matéria fresca, todos os produtos possibilitaram valores inferiores a 5%, limite maximo

aceitavel para a comercializacdo de produtos horticolas.
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Tabela 4- Valores médios de perda de massa da matéria fresca' de laranjas ‘Valéncia’
inoculadas com Penicillium digitatum, tratadas com diferentes produtos
alternativos aos agroquimicos e incubadas a 20 °C e 80% UR

. Z . ~ 2
Dias apds a inoculagdo

Tratamentos® 0 3 5 7
Agua 0a 0,54 a 1,38a 3,55a
Agua + t 0a 0,37 a 0,88 a 1,32 ¢
Imazalil Oa 0,44 a 1,02 a 1,68 ¢
Tiofanato Oa 0,44 a 0,96 a 1,57 ¢
Thiabendaz. Oa 0,37 a 0,88 a 1,36 ¢
Quitosana Oa 0,60 a 1,33 a 2,63 b
Biomassa Oa 0,38 a 0,94 a 1,80 ¢
Cr. India Oa 0,33 a 1,05 a 3,05b
Nim Oa 0,13 a 1,10 a 3,60 a
Pim. Longa Oa 0,36 a 1,07 a 2,98 b
Alho 0a 0,37 a 1,11 a 3,12b

"% PMMF = (peso inicial — peso final) * 100 / peso inicial

2Grupos de médias seguidas de mesmas letras nas colunas nio diferem entre si, ao nivel
de significincia de 5%, pelo critério de Scott-Knott.

3Agua — 4gua destilada; Agua + t — dgua destilada + 8 mL/L de tween 20; Tiofanato —
tiofanato metilico; Thiabendaz. — thiabendazole; Quitosana — quitosana 10 mL/L + 8
mL/L de tween 20; Biomassa — biomassa citrica 10 mL/L + 8 mL/L de tween 20; Cr.
India — cravo-da-india 5 mL/L + 8 mL/L de tween 20; Nim — éleo de nim 10 mL/L + 8
mL/L de tween 20; Pim. Longa — 6leo de Pimenta Longa 5 mL/L + 8 mL/L de tween
20; Alho — 6leo de alho 10 mL/L + 8 mL/L de tween 20.

3.4. Producao de CO,

Os frutos de todos os tratamentos apresentaram taxa respiratoria baixa, entre
17,7 e 32,5 mg COz.kg'l.h'1 nos dois primeiros dias que se seguiram a inoculagdo de P.
digitatum (Figura 5). A partir dai, a taxa respiratéria aumentou nos frutos tratados com
dgua destilada, dleo de alho, cravo-da-india, 6leo de nim, 6leo de pimenta longa,
biomassa citrica e quitosana, coincidindo com o inicio do aparecimento e com o
aumento da 4rea afetada pela doenga, como pode ser observado pelos dados de
incidéncia e severidade (Figuras 1 e 2). Dentre esses frutos, aqueles tratados com
biomassa citrica tiveram o menor aumento da taxa respiratéria, devido a menor drea

colonizada pelo fungo. Além dos danos aos tecidos celulares decorrentes do ataque do
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patégeno como também da injdria causada no fruto pelo tubo preeenchido por agulhas,
atribui-se a alta produgdo de CO; ao fato de o P. digitatum ser reconhecidamente um

fungo que produz grande quantidade de etileno (Fukuda & Ogawa, 1991), que estimula

a respiracao.

——— Agua destilada

........ O Agua destilada + tween
—— Imazalil

— A Thiabendazole

- - — Tiofanato Metilico
0 — Oleo de Alho 1%

— e — Cravo-da-India 0,5%
—— Oleo de nim 1%

........ A Oleo de pimenta longa 0,5%
—_————— Biomassa citrica 1%
e @—- Quitosana 1%

140 -

mg de CO,/kg/h

Dias ap6s a inoculagdo

Figura 5 — Taxa respiratdéria (mg de CO; /kg/h) de laranjas ‘Valéncia’ tratadas
com fungicidas e produtos alternativos.

Ao contririo dos demais, nos frutos tratados com imazalil, thiabendazole,
tiofanato metilico e 4gua + tween a taxa respiratdria praticamente ndo se alterou ao
longo do periodo de avaliacdo, apresentando padrdo respiratério tipico dos frutos ndo-
climatéricos. Observa-se, nos tratamentos efetivos no controle da doenca, que a
producdo de CO; se manteve baixa, assim como a severidade e incidéncia, como pode
ser comprovado pelos valores dos coeficientes de correlacio 0,69%* e 0,71%%,

respectivamente.
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4. CONCLUSOES

- Dentre os produtos alternativos testados, biomassa citrica e quitosana apresentam

potencial para controle do bolor verde em laranja ‘Valéncia’;

- Oleos de alho, pimenta longa e nim ndo foram efetivos no controle do bolor verde

em laranja ‘Valéncia’;

- Imazalil e tiofanato metilico controlam totalmente o bolor verde em laranja

‘Valéncia’ no periodo de sete dias.
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CONCLUSOES GERAIS

Com exceg¢do do 6leo de alho, todos os produtos alternativos, com destaque para a
biomassa citrica, tiveram efeito sobre P. digitatum em tangerinas ‘Poncd’. Em laranja
‘Valéncia’, tanto a biomassa citrica quanto a quitosana mostraram potencial para serem
utilizadas no controle do bolor verde. Assim como em tangerinas, o 6leo de alho nédo
controlou a doenga e, ainda, os 6leos essenciais de pimenta longa e nim também néo se
mostraram efetivos no controle do bolor verde em laranja ‘Valéncia’.

Embora os efeitos dos produtos alternativos e dos fungicidas sejam semelhantes
tanto em tangerinas como em laranjas, é possivel observar que estas ultimas
apresentaram menor drea colonizada por P. digitatum, considerando-se o mesmo
periodo de tempo. Tal fato pode estar relacionado a caracteristicas intrinsecas a espécie
como, por exemplo, maior resisténcia da parede celular. A rigidez da parede celular
confere ao fruto melhor capacidade de defesa contra toxinas e enzimas hidroliticas
produzidas pelo patégeno. Além disso, frutos que apresentam maiores espacos
intercelulares, como a tangerina ‘Ponca’, podem facilitar a penetragcdo do patégeno. Os
produtos utilizados que foram capazes de reduzir a doenca talvez possam ter sua
efetividade aumentada com a utilizagdo de doses um pouco maiores, desde que ndo

causem fitotoxidez.
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Quadro 1A - Resumo da analise de variancia da incidéncia e severidade do bolor verde
e perda de matéria fresca (PMF) em tangerinas ‘Poncd’ inoculadas com
Penicillium digitatum, tratadas com diferentes produtos alternativos aos
agroquimicos e incubadas a 21+1 °C e 85-90% UR por oito dias

Graus de Quadrado Médio
Fontes de variacdo liberdade Incidéncia Severidade PMF
Tratamento 10 16910,05%* 13439,07** 3,38%*
Residuo 77 216,98 167,82 0,65
Dias 8 131590,90%** 169381,20%* 231,85%*
Dias x Tratamento 80 1568,42%* 1536,74%* 1,69%*
Residuo (b) 540 199,34 177,80 0,16
CV (%) 26,51 30,14 25,87
CV4(%) 31,03 25,41 13,47

** Efeito significativo ao nivel de 1% de significancia, pelo teste F.
CV' - coeficiente de variagdo da parcela; CV?* — coeficiente de variacio da subparcela.

Quadro 1B - Resumo da andlise de variincia do periodo de incubagéo e periodo latente
do bolor verde em tangerinas ‘Poncd’ inoculadas com Penicillium
digitatum, tratadas com diferentes produtos alternativos aos agroquimicos
e incubadas a 21+1 °C e 85-90% UR por oito dias

Graus de Quadrado Médio
Fontes de variacdo liberdade Periodo de Periodo
incubacgdo latente
Tratamento 10 11,42%* 14,08**
Residuo 66 0,45 0,41
CV(%) 17,29 14,88

** Efeito significativo ao nivel de 1% de significancia, pelo teste F.
CV - coeficiente de variacao.

Quadro 1C - Estimativa dos coeficientes de correlagdo entre as varidveis severidade,
incidéncia, perda de massa da matéria fresca (PMMF) e producido de
CO, em tangerinas ‘Poncd’ inoculadas com Penicillium digitatum,
tratadas com diferentes produtos alternativos aos agroquimicos e
incubadas a 21£1 °C e 85-90% UR por oito dias

severidade incidéncia PMMF CO,
severidade 1,00
incidéncia 0,62%%* 1,00
PMMF 0,66%* 0,59%%* 1,00
CO, 0,55%*%* 0,66%* 0,40%%* 1,00

** significativo a 1% de significancia, pelo teste ‘t’.
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Quadro 2A - Resumo da analise de variancia da incidéncia e severidade do bolor verde
e perda de matéria fresca (PMMF) em laranjas ‘Valéncia’ inoculadas com
Penicillium digitatum, tratadas com diferentes produtos alternativos aos
agroquimicos e incubadas a 21£1 °C e 85-90% UR por sete dias

Graus de Quadrado Médio
Fontes de variacdo liberdade Incidéncia Severidade PMF
Tratamento 10 45398,27** 26044,30%* 0,51
Residuo 66 1231,36 826,29 0,08
Dias 7 65969,65%* 75545,65%* 24,92%*
Dias x Tratamento 70 2719,64%* 3430,44%* 0,38**
Residuo (b) 462 181,40 130,43 0,04
CV' (%) 79,18 97,84 30,78
CVX(%) 30,39 38,87 22,50

** Efeito significativo ao nivel de 1% de significancia, pelo teste F.
CV' - coeficiente de variagdo da parcela; CV?* — coeficiente de variacio da subparcela.

Quadro 2B - Resumo da andlise de varidncia do periodo de incubagéo e periodo latente
do bolor verde em laranjas ‘Valéncia’ inoculadas com Penicillium

digitatum, tratadas com diferentes produtos alternativos aos agroquimicos
e incubadas a 21+£1 °C e 85-90% UR por sete dias

Graus de Quadrado Médio
Fontes de variacdo liberdade Periodo de Periodo
incubacgdo latente
Tratamento 10 25,30%* 25,33%%*
Residuo 66 0,69 0,92
CV(%) 20,19 21,31

** Efeito significativo ao nivel de 1% de significancia, pelo teste F.
CV - coeficiente de variacao.

Quadro 2C - Estimativa dos coeficientes de correlacdo entre as varidveis severidade,
incidéncia, perda de massa da matéria fresca (PMMF) e produgido de

CO, em laranjas ‘Valéncia’ inoculadas com Penicillium digitatum,
tratadas com diferentes produtos alternativos aos agroquimicos e
incubadas a 21£1 °C e 85-90% UR por sete dias

severidade incidéncia PMMF CO,
severidade 1,00
incidéncia 0,56%%* 1,00
PMMF 0,78** 0,56** 1,00
CO; 0,69%%* 0,71%* 0,817+ 1,00

** significativo a 1% de significancia, pelo teste ‘t’.
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