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CONTROLE DE GUIGNARDIA CITRICARPA E PENICILLIUM DIGITATUM EM POS-
COLHEITA DE FRUTOS DE LARANJA COM OLEOS ESSENCIAIS E AGENTES DE

BIOCONTROLE. Botucatu, 2010. xp. Tese (Doutorado em Agronomia/Protecdo de

Plantas) —Faculdade de Ciéncias Agronémicas, Universidade Estadual Paulista.
Autor: LILIANA PATRICIA VITAL DE MATTOS

Orientador: WAGNER BETTIOL

RESUMO

Penicillium digitatum, agente causador do bolor verde, e Guignardia
citricarpa, agente causador da mancha preta, depreciam os frutos citricos. O controle desses patdégenos
em frutos é realizado com fungicidas sintéticos. Devido a preocupacdo da sociedade com os riscos de
contaminagdo ambiental, intoxicacdo humana principalmente infantil e animal e ao surgimento de
isolados fungicos resistentes aos fungicidas sintéticos, estdo em desenvolvimento técnicas alternativas aos
fungicidas para uma agricultura mais sustentavel. O objetivo do trabalho foi avaliar os efeitos de 6leos
essenciais e fixos e dos agentes de biocontrole no controle de P. digitatum e G. citricarpa em frutos
laranja Péra em pods- colheita. Assim, foram testados os Oleos fixos de Allium sativum, Copaifera
langsdorffii, Azadirachta indica; e os Gleos essenciais de Pogostemon cablin, Mentha arvensis,
Eucalyptus spp., Cymbopogon citratus, Ocimum basilicum var. Maria bonita, Romarinus
officinalis, Lippia sidoides, Zingiber officinale, Citrus aurantifolia, Piper aduncum e Ocimum
basilicum. Além dos 6leos, também foram estudados os seguintes agentes de biocontrole:
Bacillus subtilis (Serenade®), Bacillus subtilis e Bacillus lichiniformes (Nemix®), Pichia
guilliermondii  (L29), Sporobolomyces roseus (L41), Rhodotorula mucilagenosa (L17),
Sporodiobolus pararoseus, Pichia sp. (L4-1), Debaryomyces hansenii (L62), Pichia
membranifaciens (L21) e uma bactéria isolada da laranja. Tanto os agentes de biocontrole, quanto os
6leos foram testados in vivo e in vitro contra os dois patdgenos. Para a avaliacdo da atividade dos 6leos
essenciais e dos antagonistas in vivo, no controle de P. digitatum, foram utilizadas laranjas Péra. Cada
fruto foi ferido em dois pontos opostos, na regido equatorial, atingindo a regido do albedo. Apo6s o
ferimento, os frutos foram inoculados com 20 pL da suspensdo de conidios de P. digitatum (10°
conidios/mL), seguindo-se da imersdo em uma suspensdo de células de cada agente de biocontrole nas

seguintes concentracdes de 10° 10° 10’, 10° UFC/ mL. A mesma metodologia foi aplicada para os
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tratamentos com Oleos fixos e essenciais utilizando-se as concentragdes de 1 mL.L™; 10 mL.L™; 100

mL.L?; 1000 mL.L™"; 10.000 mL.L™" e 100.000 mL.L™. Os produtos foram aplicados preventivamente (24
h antes da inoculacdo do patdgeno), simultaneo a inoculagdo do patégeno e de forma curativa (24 h apés a
inoculacéo do patégeno). Os frutos foram incubados a 25 °C, em ambiente com 85 % UR. A avaliagdo foi
realizada seis dias ap06s a instalacdo do experimento. Para os estudos com G. citricarpa in vivo, foram
utilizados frutos de laranjas Péra naturalmente infectados que tiveram suas manchas destacadas por uma
caneta de retro projetor. A aplicacdo e as conetragdes dos produtos foram semelhantes as anteriores. Apos
secos, os frutos foram acondicionados em camara, com temperatura e umidade controladas (25° C, UR
75-85%). A avaliacdo da severidade foi feita pela contagem das manchas pretas que surgiram apos o
acondicionamento. In vitro foi avaliado o potencial desses produtos alternativos em inibir a germinagéo
de esporos e o crescimento micelial de P. digitatum nas mesmas concetraces citadas acima. Em todos os
estudos foi utilizado o fungicida Thiabendazole Tecto® como padrdo e uma testemunha absoluta (agua).
Para P. digitatum, os 6leos essenciais e fixos, nas concentraces 10.000 e 100.000 mL.L™, e os agentes de
biocontrole acima de 10° conidios/mL controlaram o bolor verde nos frutos, e inibiram a germinagéo e o
crescimento micelial . N&o foram verificadas diferencas significativas entre as aplicagdes dos 6leos (24 h
antes, simultanea e 24 h depois da aplicacdo do patégeno). Para G. citricarpa nao foi verificado efeito
desses produtos. Os 6leos nas maiores concentragdes causaram fitotoxidade e alteraram o sabor dos
frutos. Assim, conclui-se que os agentes de biocontrole apresentam potencial de uso e devem ser testado

em condicdes comerciais.

Palavras chave: Mancha preta dos frutos citricos, bolor verde, controle biolégico, pos-colheita.
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CONTROL OF Guignardia citricarpa AND Penicillium digitatum IN ORANGE FRUITS
POST-HARVEST WITH ESSENTIAL OILS AND BIOCONTROL AGENTS. Botucatu,
2010. xp. Thesis (Ph.D. in Agronomy/Plant Protection) - Faculty of Agricultural Sciences,
Universidade Estadual Paulista.

Author: LILIANA PATRICIA VITAL DE MATTOS

Advisor: WAGNER BETTIOL

ABSTRACT

Penicillium digitatum, causal agent of green mold, and Guignardia
citricarpa causal agent of black spot. Detracts the citrus fruit, the control of these pathogens is
made with synthetic fungicides. Due to concern about the risks of environmental contamination,
human, mainly children and animal toxicity and the emergence of fungal isolates resistant to
fungicides, various researches has been development to obtain alternative techniques for a
fungicides. The objectives of this work was to evaluate the effetives fix and essencial oils and
biocontrol agents for the control of P. digitatum and G. citricarpa on Pera orange fruits in
postharvest. Thus, were tested the fixed oils from Allium sativum, Copaifera langsdorffii,
Eucalyptus spp. Azadirachta indica,and the essential oils of Pogostemon cablin, Mentha
arvensis, Cymbopogon citratus, Ocimum basilicum var. Maria bonita, Romarinus officinalis,
Lippia sidoides, Zingiber officinale, Citrus aurantifolia, Piper aduncum and Ocimum basilicum.
In addition were also studied the following biocontrol agents: Bacillus subtilis (Serenade ®),
Bacillus subtilis and Bacillus lichiniformes (Nemix ®), Pichia guilliermondii (L29),
Sporobolomyces roseus (L41), Rhodotorula mucilagenosa (L17), Sporodiobolus pararoseus,
Pichia spp. (L4-1), Derbaryomyces hansenii (L62), Pichia membranifaciens (L21) and a
bacterium isolate of the orange. Both biocontrol agents as the oils, were tested in vivo and in
vitro against both pathogens. For the assessment of activity of essential oils and antagonists in
vivo in controlling P. digitatum were used Pera orange. Each fruit was wounded in two opposite
points in the equatorial region, reaching the albedo. After the injury, the fruits were inoculated
with 20 mL of conidial suspension of P. digitatum (10° conidia / mL), followed by immersion in
a suspension of cells of each biocontrol agent in the concentration: 10° 10°, 107, 10° UFC/ mL. The

same methodology was applied for essential and fixed oils, using concentrations of 1 mL.L™; 10
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mL.L"; 100 mL.L™"; 1000 mL.L™"; 10,000 mL.L™* and 100,000 mL.L™. The alternative products

were applied preventively (24 h before pathogen inoculation), simultaneous to the inoculation of
the pathogen and of the curative variety (24 h after pathogen inoculation). The fruits were
incubated at 25 ° C in an environment with 85% RH. The evaluation was performed six days
after the inoculation. In the studies with G. citricarpa in vivo was used Pera orange fruits
naturally infected, which had their spots highlighted by a retro projector pen. The application of
products was made by dipping the fruit in suspensions of bioagents and oils. Afther dried, the
fruits were placed in a chamber with controlled temperature and humidity (25°C, RH 75-85%).
The assessment of severity was performed by counting the black spots that appear after
conditioning. In vitro it was evaluated the potential of these alternative products to inhibit the
germination of spores and micelial growth of P. digitatum. the same concentrations described
above. In all these studies was used fungicide Thiabendazole Tecto® as standard and control
(water). For P. digitatum, the essential and fixed oils, in concentrations 10.000 and 100.000
mL.L?, and biocontrol agents above 10° conidia controlled green mold and inibity esporos
germinatn and micelial growths similar to the fungicide There were no significant differences
between the applications of oil (24 h before, simultaneously and 24 h after the inoculatation of
the pathogen). For G. citricarpa no effect was found for these products. Oils caused
phytotoxicity when used in 10.000ppm and change flavours the fruits. Then, the biocontrol agnts
has potential for biological control in citrus postharvest a suggest study in commercial

conditions.

Keywords: black spot of citrus, green mold biological control, postharvest.
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1. INTRODUCAO

A citricultura brasileira ocupa uma &rea de, aproximadamente,
800.000 ha, sendo que o Estado de Sdo Paulo possui cerca de 565.000 ha distribuidos em 330
municipios e em 29.000 propriedades (AGRIANUAL, 2009). A maior parte da producgdo é
destinada a exportacéo de suco industrializado, gerando receita anual superior a dois bilhdes de
dolares. O suco é exportado principalmente para Estados Unidos, Japdo e China. A exportacédo
brasileira de suco de laranja chegou a um milhdo de toneladas, refletindo em aumento de 6,8%
em relacdo ao ano de 2007 (ASSOCITRUS, 2009).

As doencas representam um grande problema para a citricultura
brasileira e sdo responsaveis por importantes perdas. As perdas econdmicas ocasionadas por
doencas de pos-colheita representam um dos principais problemas da citricultura brasileira e
mundial. Varios fatores relacionados com o fruto, os patdgenos, as condi¢des climatologicas e as
condicBes em pos-colheita determinam a incidéncia e a severidade destas doencas (PALOU et
al., 2001; FISCHER et al., 2008). Os frutos de citros sdo atacados por varios patdgenos, dentre
eles, fungos (Alternaria, Aspergillus, Botrytis, Ceratocystis, Cladosporium, Colletotrichum,
Fusarium, Geotrichum, Guignardia, Lasiodiplodia, Monilinia, Mucor, Penicillium,
Pestalotiopsis, Phoma, Phomopsis, Phytophthora e Rhizopus), bactérias (Erwinia, Pseudomonas,
Xanthomonas, Acetobacter e Enterobacter), leveduras (Candida e Saccharomyces) e virus

(Citrus tristesa virus, Citrus leprose virus, Citrus psorosis virus)
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Entre as doengas mais importantes em pds-colheita, destacam-se 0s

bolores causados por Penicillium spp. (FRANCO; BETTIOL, 2002; TOFFANO, 2005).
Penicillium digitatum e Penicillium italicum causam o bolor verde e azul, respectivamente. A
pinta preta, causada por Guignardia citricarpa, que ocorre ainda no campo, também é uma
importante doenca de pds-colheita, pois 0s sintomas podem surgir na fase de pés-colheita e, caso
seja detectado um Unico fruto com sintoma dessa doenca, todo o lote é rechacado no mercado
internacional.

O controle destes patdégenos em frutos, principalmente os destinados a
exportacdo, é realizado com fungicidas sintéticos do grupo dos benzimidazdis (carbendazim e
tiofanato  metilico), estrobilurinas  (pyraclostrobin, azoxystrobin e trifloxystrobin),
ditiocarbamatos (mancozeb e propineb) e também produtos a base de cobre (oxicloreto de cobre,
hidréxido de cobre, 6xido cuproso e sulftato de cobre na forma de calda bordalesa). Esses
produtos sdo utilizados com sucesso no controle dessas doencas (QUING; SHIPING, 2000;
NUNES et al., 2002; JONES; PRUSKY, 2002). No caso de pinta preta o controle é efetivo se for
realizado nas condicGes antes da colheita.

Devido a preocupagcdo com o0s riscos de intoxicacdo humana,
surgimento de isolados fungicos resistentes aos fungicidas e a proibicdo da utilizacdo de
fungicidas em pos-colheita em alguns mercados, maiores restricdes ao uso de produtos sintéticos
estdo sendo impostas e ndo ha substitutos viaveis até o momento. Nesse sentido, Torres et al.
(2008) discutem as possiveis alternativas ao uso de fungicidas para o controle do bolor verde e
azul dos frutos citricos.

Com base no exposto e devido ao sucesso obtido por Torres et al.
(2008); Franco e Bettiol (2002) e Toffano (2005), esse trabalho teve por objetivos avaliar os
efeitos de agentes de biocontrole e de 6leos essenciais no controle de Penicillium digitatum e
Guignardia citricarpa em pos-colheita de laranja ‘Pera’, visando obter uma alternativa aos

fungicidas sintéticos, bem como, analisar os mecanismos de acdo envolvidos no controle.
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2. REVISAO DE LITERATURA

A demanda mundial por frutas e hortalicas estd crescendo
continuamente nos ultimos anos, em virtude, principalmente, da conscientizacdo da populacéo
acerca da importancia de uma alimentagdo saudavel e do reconhecimento de sua participagéo na
prevencdo de varias enfermidades. Entre as frutas mais exportadas estdo citros, manga, macé,
mamao e meldo, isto indica uma crescente apreciacdo pelo consumo in natura ou sucos de frutas
tropicais e subtropicais. Apesar da exportacdo de frutas US$11 bilhdes, o Brasil ainda esta longe
de seu verdadeiro potencial (COELHO et al., 2003).

De modo geral, as perdas em pos-colheita sdo de dificil controle e séo
responsaveis por grandes porcentagens de perdas de produtos colhidos (MORANDI, 2002). De
acordo com Benato (2002), as perdas em pos-colheita em frutos tropicais e subtropicais, na
maioria dos paises em desenvolvimento, oscilam entre 20 e 80%. Segundo Chitarra e Chitarra
(1998), a aparéncia é o atributo de qualidade mais importante, pois determina o valor de
comercializacdo das frutas e hortalicas. Em produtos olericolas, a qualidade € determinada pelas
caracteristicas fisicas, como cor, tamanho, forma, defeitos e deterioraces.

As perdas de frutas e hortalicas em pos-colheita sdo influenciadas por
diversos fatores, entre os quais 0 manejo inadequado dos produtos, condi¢cdes desfavoraveis de
colheita, armazenamento e comercializacdo, além das modificacdes fisicas e bioquimicas do
processo de senescéncia e atividade microbiana. Essas podriddes sdo de dificil controle e séo
apontadas como responsaveis por grande porcentagem de perdas de produtos colhidos
(KRETZSCHMAR, 1991; FISCHER et al., 2008; NICOLI; ZAMBOLIM et al., 2009).
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Geralmente as frutas sdo ricas em vitaminas, proteinas, sais minerais,

carboidratos e fibras. Além de serem, geralmente, tenras e suculentas. Dessa forma, constituem
substratos ricos e adequados ao desenvolvimento microbiano. Assim, diversos micro-organismos
estdo associados as podridées em pos-colheita, destacando-se os fungos que penetram por
ferimentos acidentais durante a colheita, transporte e armazenamento ou outras aberturas naturais
como lenticelas e partes florais (CREEMMES, 1989; KRETZSCHMAR, 1991; OLIVEIRA et
al., 2006).

A incidéncia de doencas fungicas, segundo Silveira et al. (2005),
representam 82,53 % em mamao (Carica papaya), 21,9% em laranja (Citrus sinensis), 38,5% em
abacate (Persea americana), 17,5% em limdo (Citrus limonum) e 155% em maracuja
(Passiflora edulis flavicarpa.), das doencas em pos-colheita. Os patdgenos que apresentaram
maiores frequéncias sdo Colletotrichum gloeosporioides em mamao (44,9%) e abacate (16,0%),
Lasiodiplodia theobromae (11,9%) em laranja, Phaceloma perseae (20,0%) em abacate,
Sphaceloma fawcetti Jenkins (6,2%) em limao e Cladosporium herbarum (10,3%) em maracuja.

Segundo Ritzinger (2000), o controle de doencas pos-colheita deve ser
iniciado ainda no campo, na fase de desenvolvimento dos frutos, para evitar a sua contaminagéo
e posterior aparecimento de podriddes. Varios métodos de controle se aplicam, de forma unica
ou integrada, para atingir doencas de frutas pds-colheita, as quais, geralmente, séo afetadas por
mais de um patdgeno. Um bom exemplo é uso de substancias menos toxicas como 0S
potabilizadores de dgua, alguns fertilizantes, cera comestivel, derivados de celulose e quitosana.
Essas substancias podem ser utilizadas para a preservacao fisiologica dos frutos e também para a
reducdo da incidéncia de patdégenos causadores de podriddes em pds-colheita (BENATO et al.,
2001; NISPEROS; BALDWIN, 1996).

2.1 Doencas de pds-colheita em citros

Cultivado em mais de cem paises dos cinco continentes, com uma
producdo superior a 100 milhdes de toneladas, os citros ocupam a primeira posicdo entre as
frutiferas cultivadas. O fato de ser cultivado tanto em paises do hemisfério norte quanto do sul,

0s quais apresentam diferentes épocas de producdo, assegura oferta continua de frutos de citros
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durante o ano. Os frutos citricos, em sua maioria, sdo colhidos manualmente e transportados para

empacotadora, onde sdo lavados em agua contendo uma mistura de fungicida e sanitizante para
proteger contra infecgdes antes do empacotamento (OLIVEIRA et al., 2006).

As causas das perdas pos-colheita podem ser: fisiologicas (inevitaveis
e decorrentes de fatores enddgenos); mecanicas (ferimentos e danos) e microbiolégicas. De
acordo com Oliveira et al. (2006) e Pallon et al. (2001), as principais doencas responsaveis por
problemas na pds-colheita de citros relatadas no mundo, podem ser divididas em dois grupos,
dependendo do periodo de infeccdo: 1- InfecgBes que iniciam-se na pré-colheita e continuam
causando perdas na pos-colheita (Alternaria citri; Botrytis cinerea; Colletrotrichum
gloeosporioides; Diploidea natalensis; Guignardia citricarpa e Phomopsis citri); 2- InfeccGes
que iniciam na pés-colheita (Geotrichium candidum; Penicillium digitatum; Penicillium italicum
e Rhizopus sp.).

A probabilidade de infeccdo depende da quantidade de indculo
presente em um ponto do fruto suscetivel. Esta relacdo foi relatada para P. digitatum (WILD;
ECKERT, 1982), Geotrichum candidum (BAUDOIN; ECKERT, 1982) e C. gloeosporioides
(BROWN, 1975), segundo a qual, a quantidade de esporos presentes nos galpdo de embalagens
de citros influi decisivamente nos niveis de podriddo, especialmente nas provocadas por
patdgenos que penetram por ferimento, como os bolores (ECKERT; EAKS, 1989).

Os problemas derivados de alto potencial de inoculo fungico nas
centrais de abastecimento tém aumentado quando existem cepas de patogenos resistentes aos
fungicidas sintéticos. Este efeito foi comprovado em relacdo a P. digitatum e P. italicum frente
aos fungicidas do grupo dos bendimidazois, ortofenilfenato sodico e imazalil, sendo que tem
ocorrido tanto resisténcia simples, como cruzada e multipla (PALOU et al., 2001; BROWN,
1975; ECKERT, 1990; BUS et al., 1991). Estudar a populacdo fungica de uma regido citricola é
fundamental para se determinar a ocorréncia de fitopatdgenos e sua distribui¢do, buscando
estabelecer riscos potenciais de danos as frutas e planejar adequadamente os métodos de controle
(FISCHER et al., 2008).

O grau de maturacdo da fruta na colheita também é importante, pois
condiciona a qualidade pds-colheita. Frutas citricas colhidas muito maduras apresentam pouca
firmeza e maior suscetibilidade a danos mecéanicos, podriddes, alteracdes fisioldgicas e possuem
uma menor vida de prateleria (PEREIRA et al., 2006). Estudos com frutiferas tém relacionado o

grau de maturacdo a periodos de maior ou menor suscetibilidade as podriddes. No entanto, ndo
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se sabe ao certo, o papel das caracteristicas fisico-quimicas dos frutos citricos condicionando

maior ou menor suscetibilidade as podriddes (SHARMA; KAUL, 1988; MARI et al., 2003;
NORTHOVER; BIGGS, 1990).

2.2 Principais doencas de pds-colheita em citros

As podriddes estdo entre as principais doencas em de pos-colheita
em citros e se expressam desde a colheita até seu uso pelo consumidor. A porcentagem de frutos
varia de 3 a 6%. Entretanto, sob condicGes favoraveis aos fitopatdgenos perdas consideraveis em
poés-colheita podem ocorrer, atingindo 50% no periodo de comercializacdo de laranja
(FISCHER; LOURENCO; AMORIM, 2008).

2.2.1 Bolor verde dos citros (Penicillium digitatum)

Penicillium digitatum Sacc. agente causal do bolor verde, apresenta
tamanho dos conidios variando de 4 a 7 um x 6 a 8 um, com formato ligeiramente cilindrico a
ovalado. Estes sdo produzidos em cadeia, motivo pelo qual sdo denominados esporos
catenulados, variando ligeiramente na forma e no tamanho, mesmo sendo originarios do mesmo
cordao de esporos. Assim como as outras espécies de Penicillium que atacam os citros, P.
digitatum produz enzimas capazes de dissolver a lamela média dos tecidos infectados dos frutos,
provocando podriddo mole. A fase perfeita desses fungos é rara na natureza. Sobrevivem
saprofiticamente em pomares, outros ambientes e sobre varios tipos de substratos organicos, na
forma de conidios. As infecgdes originam-se de conidios carregados pelo vento que atingem a
superficie dos frutos, onde penetram por ferimentos (LARANJEIRA et al., 2002; FISCHER et
al., 2008). Normalmente € a principal doenca pos-colheita dos citros e esta disseminada em todos
0s paises produtores, afetando todas as espécies e cultivares citricas. No entanto, a preocupacéo é
maior com as variedades consumidas in natura, como as laranjas de umbigo “Bahia”, laranja

“Pera” e laranja Lima. Sua ocorréncia depende muito das condicGes climaticas e da forma de
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manipulagdo dos frutos, desde o pomar até a chegada ao consumidor, podendo ocorrer tanto no

armazenamento como no transporte do produto.

O bolor verde é uma podriddo mole dos frutos com posterior cobertura
da lesdo pelo micélio branco e por grande nimero de esporos verdes do fungo, que chegam a
tomar todo o fruto. Além disso, possui dois estadios sintomatoldgicos o primeiro apresenta uma
area com aproximadamente meio centimetro e cede facilmente a pressdo dos dedos. O segundo
estddio compreende o aparecimento de micélio branco na superficie do fruto e o
desenvolvimento, no centro do micélio, de uma massa de esporos verdes. Em condi¢des ideais de
temperatura e umidades, em menos de dois dias, a lesdo alcanca tamanho entre 4 e 5 cm de
diametro, atingindo as vesiculas de suco (LARANJEIRA et al., 2002; TOFFANO, 2005).

Os esporos maduros soltam-se com grande facilidade a qualquer
movimento ou impacto sobre os frutos afetados. Assim, séo facilmente dispersos pelo manuseio,
pela agitacdo ou exposicdo dos frutos a corrente de ar. Em condigdes de baixa umidade, os frutos
murcham e mumificam. Sob condic¢des de alta umidade, outros fungos e bactérias desenvolvem-
se na lesdo e o fruto apodrece mais rapidamente. No armazenamento a granel, frutos sadios
podem ser depreciados por ficarem manchados com os esporos liberados pelos frutos doentes.
Frutos infectados tém seu periodo de armazenamento reduzido pela formacéo de etileno, que
acelera o processo de maturacdo, diminuindo a vida de prateleira (FRANCO; BETTIOL, 2002;
FEICHTENBERGER et al., 2005).

A infeccdo é dependente de ferimentos e pode ocorrer em pomares,
afetando frutos em fase final de maturacdo. Contudo, eles causam maiores prejuizos quando
ocorrem apos a colheita, durante as operaces de processamento, armazenamento e transporte.
Além dos ferimentos, a temperatura é o outro fator importante para o desenvolvimento do bolor
verde. Temperaturas em torno de 24 °C sdo consideradas étimas e maiores que 30 °C ou menores
que 5-7 °C paralisam o crescimento do fungo. Em geral, a medida que ocorre diminuicdo da
temperatura, o desenvolvimento do fungo é mais lento e, portanto, 0s sintomas sdo menos
evidentes. Em packing-houses, devido a presenca constante de frutos sadios e doentes, os ciclos
de infeccdo e esporulacdo podem ocorrer repetidas vezes no periodo de colheita. Em contéineres,
a infeccdo ndo ocorre de um fruto doente para um sadio, ja que ndo ha transmissdo por contato
consumo (LARANJEIRA et al., 2002).

O bolor verde causado por Penicillium digitatum é a principal doenca
que ocorre em poés-colheita nos frutos citricos (FRANCO; BETTIOL, 2002;
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FEICHTENBERGER et al., 2005). A sua ocorréncia esta relacionada com as condicbes

climaticas e com o0 manejo dos frutos desde a pré-colheita até o consumo (LARANJEIRA et al.,
2002). A doenca esta presente em todas as partes do mundo onde ocorre a producdo de citros e
causa perdas consideraveis. As perdas sdo maiores nas localidades onde as condi¢Bes de

transporte e armazenamento ndo sao adequadas, como por exemplo, no Brasil.

2.2.2 Mancha Preta dos citros (Guignardia citricarpa)

A pinta preta, causada por Guignardia citricarpa (fase anamorfica de
Phyllosticta citricarpa), é responsavel por elevados prejuizos na cultura dos citros, atingindo as
variedades mais importantes, depreciando os frutos comercialmente, reduzindo a produtividade
devido a queda precoce de frutas e provocando alteracbes nos padrdes tecnolégicos (GOES
1998; 2002; REIS et al., 2006). A sua importancia € maior na pré-colheita para frutas destinadas
a producéo de suco. Entretanto, é limitante para exportacdo de frutas in natura, pois a tolerancia
é zero.

Uma caracteristica da mancha preta é que o fungo pode estar presente
em uma area por muitos anos, antes dos sintomas aparecerem. As vezes, pode levar de 5 a 30
anos para 0s primeiros sintomas serem percebidos e a doenca atingir proporcfes epidémicas
(KOTZE, 1981; 1996). Os sintomas observados nas folhas sdo lesdes caracterizadas pela
formacdo de um centro acinzentado com bordos salientes marrom-escuros e um halo amarelo ao
redor, parecido com os sintomas encontrados nos frutos. As lesdes em folhas sdo frequentemente
encontradas em tangerinas e limoeiros verdadeiros (FUNDECITRUS, 2000). Os primeiros
sintomas nos frutos aparecem no inicio da maturacao, o que € muito tarde para qualquer tentativa
de controle (GOES et al., 1990). Um longo periodo de laténcia (dorméncia ou quiescéncia), de
seis a oito meses a depender da variedade, caracteriza essa doenca (GOES, 1998; WHITESIDE;
GARNSEY; TIMMER, 1993).

A mancha preta dos citros pode iniciar-se de ascosporos e de
picnidiésporos, sendo que nas epidemias a importancia dos ascosporos € maior. Os

picnidiésporos podem ocorrer em les6es de frutos, em ramos finos e secos, e em folhas caidas no
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solo. Ocasionalmente, também nos pedinculos e em folhas presas na arvore. Porém, a maior

parte dos picnidiosporos é produzida sobre folhas de citros caidas no chdo do pomar e, se
presente, em frutos maduros infectados. Os picnidiésporos ndo apresentam um mecanismo
especial de liberacdo para a atmosfera e aqueles presentes em folhas mortas sobre o chdo podem
atingir frutas suscetiveis apenas por respingos de gotas de chuva. Picnididsporos se constituem
em uma fonte de indculo quando frutas temporas ou frutos caidos tardiamente, com lesdes,
permanecem nas arvores depois do florescimento ou da formagao dos primeiros frutos (KOTZE,
1981, 1996). A mancha preta pode ser causada por duas fontes de indculo, ou seja, duas vias de
infeccdo: pelos picnidiosporos ou pelos ascosporos (KOTZE, 1989). Os primeiros so
produzidos em picnidios que se formam em lesdes de folhas e frutos e emergem através de um
ostiolo. S&o envolvidos em uma substancia mucilaginosa que tem a funcéo de protegé-los contra
condi¢des climaticas adversas. A dgua, ao passar pela superficie destas estruturas solubiliza esta
mucilagem carregando a suspensdo até a superficie de drgéos suscetiveis, onde novas infeccdes
podem ser iniciadas (BALDASSARI et al., 2004). Dessa forma, os picnidiosporos sao
disseminados somente a curtas distancias pela acdo da &gua, constituindo-se assim uma
importante fonte adicional de indculo (FEICHTENBERGER et al., 2005). Ja 0s ascosporos séo
produzidos apenas nas folhas caidas e em decomposicao, de 40 a 180 dias depois da queda das
folhas ao solo. A producéo é favorecida pela alternancia entre os periodos de molhamento e seca
das folhas, condicdo bastante frequente durante a estacdo ch uvosa do ano, constituindo na
principal fonte de indculo. Podem ser carregados pelo vento, disseminando o fungo a longas
distancias, bem como serem levados por respingos de dgua das folhas caidas até as superficies
dos 6rgéos da parte baixa da copa da planta (FEICHTENBERGER et al, 1997).

Ambos o0s tipos de esporos germinam na superficie de Orgaos
suscetiveis e produzem estruturas de fixacdo denominadas apressorios. Uma delgada hifa de
infeccdo é formada a partir do apressorio, dando origem a uma pequena massa de micélio entre a
cuticula e a epiderme. Nesta forma, o micélio pode permanecer dormente por doze meses; este
periodo pode ser interrompido quando o fruto atingir o seu tamanho final e iniciar a maturacédo
ou quando a folha, j& caida, comecar a se decompor (FEICHTENBERGER et al., 2005). O
patdgeno, entdo, coloniza os tecidos mais internos, produzindo os sintomas (McONIE, 1967).

O periodo critico de suscetibilidade dos frutos para mancha preta
ocorre desde a fase chumbinho até cerca de seis meses apds a queda das peétalas. Esse periodo

corresponde no Estado de Sdo Paulo, ao periodo entre setembro e marco, dependendo das
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variedades e condicBes climaticas predominantes (GOES, 1998). A manifestacio da mancha

preta é favorecida por varios fatores, dos quais 0 mais importante é a exposicdo dos érgdos
infectados a intensa radiacdo solar e temperaturas elevadas. Plantas velhas e estressadas por
vérias causas sdo também mais sujeitas a doenca do que plantas sadias e vigorosas
(FEICHTENBERGER et al., 2005).

2.3 Controle bioldgico e alternativo de doencas em pdés-colheita

As perdas de frutos em pés-colheita sdo influenciadas por diversos
fatores entre 0s quais se destacam: manejo inadequado dos produtos; condi¢Ges desfavoraveis de
colheita, armazenamento, comercializacdo; modificacbes fisicas e bioquimicas, e processos
naturais de senescéncia e afinidade microbiana pelos tecidos dos frutos. As podriddes sdo
resultantes da atividade de patdgenos que provocam perdas em produtos agricolas quando esses
sdo cultivados em locais distantes da area de consumo. Durante a pds-colheita, 0os produtos que
ndo sdo manipulados adequadamente e ou tratados com inibidores microbianos eficientes, podem
perder a qualidade (DHINGRA, 1985; MARI; GUIZZARDI, 1998).

As perdas em pos-colheita de frutas representam um constante
desafio, considerando que as frutas sdo 0rgaos que apresentam alto teor de dgua e nutrientes até a
senescéncia, mantendo varios processos biologicos em atividade, apresentando desta forma
maior predisposicdo aos disturbios fisiologicos, danos mecanicos e ocorréncia de podriddes
(KADER, 2002). Além disso, essas perdas representam um elevado custo haja vista que todos os
riscos de producdo no campo foram vencidos. Na expectativa de reduzir as podridées pés-
colheita, algumas tecnologias padrdes e alternativas sao adotadas tais como: controle quimico
(inibidores de amadurecimento, fungicidas sistémicos e protetores), controle biolégico, controle
fisico (refrigeracdo, tratamento térmico, radiacdo, atmosfera controlada e modificada) e inducgéo
de resisténcia (elicitores bidticos e abidticos). Sendo que a eficacia dessas medidas pode variar
conforme a espécie ou cultivar, a maturacéo fisiologica e as caracteristicas bioquimicas do tecido
da fruta (BARKAI-GOLAN, 2001). Também o conhecimento da relacdo patégeno x hospedeiro

é importante para o adequado manejo visando ao controle de doencas em pds-colheita.
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Segundo Droby et al. (2009) e Wilson e Wisniewski (1989), a

principal justificativa para o desenvolvimento do controle biolégico em pds-colheita foi para
reduzir ou eliminar o uso de fungicidas sintéticos por causa do seu potencial em impactar a saude
humana, especialmente as criangas e o ambiente.

Wilson e Pusey (1991) estabeleceram as bases para o controle
biolégico de doengas em pds-colheita. Nesse trabalho apresentaram o potencial de Bacillus
subtilis para o biocontrole de Monilinia fructicola em péssego. Essa publicagdo foi importante e
tornou-se referéncia para os pesquisadores na area por mais de 20 anos. Nos primeiros anos apds
essa publicacdo apenas um a dois artigos de controle bioldgico de pds-colheita foram publicados
por ano. Entretanto, atualmente, no minimo, uma centena deles sdo publicados anualmente
demonstrando a importancia do tema (DROBY et al., 2009).

Segundo Kretzschmar (1991) e Bettiol e Ghini (1995), o biocontrole
de patdgenos de pds-colheita pode ser iniciado no campo (visando ao controle de patdgenos que
penetram em determinada época, como na floracdo e se mantém em dorméncia nos frutos) ou
realizado apds a colheita durante a fase de armazenamento e comercializagéo, pela introducéo de
antagonistas. Segundo Wilson & Pusey (1985) o controle biolégico em poés-colheita é
economicamente viavel devido ao controle das condi¢cbes ambientes de armazenamento,
limitacdo e facilidade de atingir totalmente o alvo, portanto aplicacdo na totalidade da area de
aplicacdo, e pelo valor do produto, haja vista se tratar de um commodity.

Os principais mecanismos de antagonismo para um agente de
biocontrole em pds-colheita sdo: antibiose, parasitismo, inducdo de resisténcia, predacdo e
competicdo por espaco e nutrientes (BETTIOL; GHINI, 1995; JANISIEWICZ; KORSTEN,
2002). Contudo, a utilizacdo de antagonistas que ndo produzem antibidticos como parte do seu
modo de acdo tem maior aceitacdo no mercado, uma vez que nao serd introduzido antibidtico
exotico na cadeia alimentar (WILSON; CHALUTZ, 1989). Nesse sentido, as leveduras sdo 0s
mais estudados recentemente (DROBY et al., 2009). O potencial das leveduras para o controle
de patdgenos em pds-colheita tem estado em evidencia nos Gltimos anos, por ser considerada
uma alternativa segura ao uso dos fungicidas (MACHADO; BETTIOL, 2010). De acordo com
Fialho (2004) e Zanardo et al. (2009), os principais mecanismos de acdo das leveduras sobre 0s
patdgenos competicdo nutrientes e inducdo de resisténcia e interagem diretamente com as hifas
fungicas e produzindo enzimas liticas da parede celular. Diversas leveduras (Aureobasidium

pullulans, Cryptococcus albidus, Pantoea agglomerans e Metschnikowia fructicola) sao
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registradas, em muitos paises, como agentes de biocontrole de fitopatdgenos tais como:

Penicillium, Rhizopus, Monilia, Sclerotinia e Erwinia amylovora (BETTIOL et al., 2009;
DROBY et al., 2009),

Uma das maiores dificuldades na utilizacdo de antagonistas para o
controle no campo tem sido a impossibilidade de controle das condigdes ambientes, que poder&o
ser letais aos antagonistas produzidos em laboratério (WILSON; PUSEY, 1985; MOURA,
2007).

Para um antagonista ser considerado ideal para atuar no ferimento
fresco de frutos precisa apresentar rapida capacidade de colonizacdo e desenvolvimento. Além
disso, deve apresentar atividade metabdlica nas temperaturas de armazenamento do fruto
(JANISIEWICZ; KORSTEN, 2002). O avanco nos estudos de controle biolégico em pos-
colheita tem estimulado o desenvolvimento de produtos bioldgicos para o controle de podriddes
pos-colheita de frutos e vegetais. Oliveira (2006), Bettiol et al. (2009) e Droby (2002; 2009)
apresentam diversos produtos comerciais utilizados no controle biologico de doencas em pds-
colheita (Tabela 1).

As caracteristicas ideais para um agente de controle biolégico de
doencas de pods-colheita comercial, segundo Droby et al. (2009) séo: estabilidade genética,
efetividade em baixas concentragdes, ndo ser exigente em nutrientes para a multiplicacao, ter
capacidade de sobreviver em condi¢des adversas, ser efetivo contra uma grande gama de
patogenos de diferentes frutos, facilidade de formulacéo, longa vida de prateleira, facil aplicacéo,
resisténcia a agrotoxicos comumente utilizados, ndo causar problemas de saude ao homem,
compatibilidade com outros manejos comerciais e outros.

Um dos problemas apresentados por Torres et al. (2008) na utilizagédo
de controle bioldgico em pos-colheita é a reduzida capacidade de controlar infecgdes incipientes
e quiescentes, e também a ndo obtencdo de controle semelhante aos obtidos com fungicidas
sintéticos. Para vencer esses problemas ha necessidade de buscar novos antagonistas, preparar
adequadas formulacdes, desenvolver adequados métodos de introducdo do bioagente no sistema

e um correto manejo em pds-colheita.



Tabela 1: Produtos comerciais para o biocontrole de patégenos de pés-colheita (OLIVEIRA, 2006;

BETTIOL et al., 2009; DROBY, 2002; DROBY et al., 2009).

Antagonista Cultura Patdgeno Produto e Empresa
Formulacéo
Bacillus subtilis Diversos Cerscospora Avogreen- p6-molhavel Ocean Agriculture,

Africa do Sul

Pseudomonas
syringae ESC-10 e

Maga, péra, citros,
cereja, batata e batata|

Penicillium expansum,

Botrytis cinerea, Mucor

Biosave® 10/11 — p6-

molhéavel

Jet Harvest
Solutions, USA

Pseudomonas doce piriformis,
syringae ESC-11. Helminthosporium,
Penicillium italicum,
Penicillium digitatum,
Rhyzopus stolonifer
Aureobasidium Pomaceas Botrytis, Penicillium e BoniProtect — p6- Biofa AG (Bio-

pullulans

Monilia

molhéavel

farming systems),
Alemanha

Cryptococcus albidus

Maga e citros

Botrytis e Penicillium

Yield Plus

Anchor Yeast, Cape
Town Africa do Sul

Metschnikowia

Morango, uva, Citros,

Botrytis, Penicillium,

Shemer — po-molhavel

Agro green - Israel

fructicola batata doce e cenoural Rhizopus, Aspergillus

Candida sake Poméceas Botrytis, Penicillium, Candifruit Sipcam, Espanha
Monilia

Candida oleophila Citros Penicillium digitatum; Aspire — p6-molhavel Ecogen-Israel

Penicillium italicum;
Geotrichum candidum

Aliado a preocupacdo da

sociedade em relacdo ao ambiente
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e

principalmente a contaminacdo da cadeia alimentar com os fungicidas sintéticos a procura por

produtos naturais tais como conservadores alimentares, extratos vegetais e 6leos essenciais para

o controle de doencas de plantas, aléem dos antagonistas, tem crescido nos ultimos anos
(BETTIOL; GHINI, 2003; BASTOS; ALBUQUERQUE, 2004). A avaliagdo da atividade

antifangica dos 0leos essenciais tem sido comprovada em alguns trabalhos (GOGOI et al., 1997;
PITAROKILI et al., 1999; MORAIS et al., 2009). Nesse sentido, Morais et al. (2009) realizaram

uma extensa revisao sobre o potencial de 6leos no controle de doencas de plantas.

Oleos essenciais sdo misturas complexas de substancias volateis,

lipofilicas, com baixo peso molecular, geralmente odoriferas e liquidas, constituidos, na maioria

das vezes, por moléculas de natureza terpénica. Em temperatura ambiente apresentam aspecto
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oleoso, tendo como principal caracteristica a volatilidade. Apresentam-se geralmente incolores

ou levemente amarelados, com sabor acido e picante, pouco estaveis em presenca de luz, calor e
ar, além de serem pouco solGveis em é&gua (SIMOES; SPITZER, 1999; SAITO; SCRAMIN,
2000). Além disso, sdo constituidos de terpenos com duas ou mais unidades isoprénicas, sendo
cada molécula de isopreno formada por cinco &tomos de carbono, provenientes da rota do acido
meval6nico ou mevalonato. Porém, ha alguns derivados do fenilpropandides. De acordo com o
tamanho da molécula, os terpendides recebem denominacao diferente: compostos formados por
duas unidades isoprénicas (C10) sé&o classificados como monoterpenos (e.g. mentol, limoneno,
linalol e citral); os compostos formados por trés unidades isoprénicas (C15) sdo classificados
como sesquiterpenos (B—selineno e B-cariofileno); compostos formados por quatro unidades
isoprénicas (C20) s@o os diterpenos e os compostos formados por seis unidades isoprénicas
(C30) séo classificados como triterpenos. Os monoterpenos e 0S sesquiterpenos Ssdo 0S
compostos de ocorréncia mais frequente na natureza, sendo 0s primeiros mais facilmente
encontrados (MORAIS et al., 2009).

Diversos estudos utilizando 6leos essenciais provenientes de plantas
medicinais, condimentares e aromaticas vém sendo realizados no controle de fitopatdgenos.
Apresentam duas caracteristicas importantes: a primeira é a sua origem natural e a segunda € a
presenca de baixo risco para o desenvolvimento de microorganismos patogénicos resistentes
(DAFERERA et al. 2003; MORAIS et al., 2009). Morais et al. (2009) discutem a eficiéncia de
numerosos Oleos essénciais no controle de patdgenos em pds-colheita, como P. digitatum, P.
italicum, B. cinerea, M. fructicola e outros. Dentre esses 0leos destacam-se o0s obtidos de
Origanum vulgare (orégano), Thymus captatus (tomilho), Origanum dictamunus, Origanum
manjorana (manjerona), Lavandula angustifolia (lavanda), Rosmarinus officinalis (alecrim),
Salvia fruticosa (salvia) e Mentha pullegium (poejo).

Oleos essenciais extraidos de folhas de Cymbopogon citratus,
Ageratum conizoides, Alpinia carinata, Citrus aurantifolia, Eupatorium cannabium, Hyptis
suaveloens, Juniperus communis, Mentha viridis e Pinus spp.; talo de Boswellia serrata; casca
de C. reticulata e C. sinensis; rizoma de Curcuma longa e raiz de Vetiveria zizanioides foram
avaliados quanto a inibicdo do crescimento micelial de Aspergillus flavus, Penicillium,
Alternaria, Fusarium e Botrytis por Mishra e Dubey (1994). Os autores verificaram que 3000

ppm do 6leo essencial de C. citratus (capim limdo), rico em citral, inibiu o crescimento de A.
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flavus. Verificaram ainda a inibicéo total do crescimento de Penicillium, Alternaria, Fusarium,

Aspergillus e Botrytis na concentragdo de 1500 ppm.

Plaza et al. (2004) avaliaram o potencial de 33 6leos esséncias in vitro
para o controle de doencas em pds-colheita de citros e desses Origanum vulgare, Thymus
captatus, Eugenia caryiohylatta e Cinnnamonum zeylanicum apresentaram potencial em
controlar os patdgenos. Entretanto, quando aplicados diretamente sobre os frutos de laranja até a
concentragdo de 50.000 ppm n&o controlaram significativamente o bolor verde e o azul dos
citros. Além disso, diversos apresentaram problemas de fitotoxicidade.

Segundo Morais et al. (2009), por produzirem importantes
micotoxinas em diversos alimentos em pés-colheita, Aspergillus, Penicillium e Fusarium sdo os
principais patogenos estudados na busca de Oleos esséncias com capacidade de controlar o
crescimento dos mesmos nos alimentos.

Para tratamento de frutos em pos-colheita com dleos essenciais € de
extrema importancia que ndo alterem cor e sabor dos alimentos.

A utilizagdo de conservadores alimentares, como sorbato de potassio,
benzoato de potassio e de sddio, propionato de sddio, acetato de sodio, carbonato de sodio e de
calcio, bicarbonato de calcio e de sddio entre outros foi demonstrada como possivel em

tratamento de frutos em pos-colheita por Franco e Bettiol (1999) e Torres et al. (2008).

2.4 Controle bioldgico e alternativo de citros em pos-colheita

Tradicionalmente a forma de controlar as principais doencas do citros
tem sido mediante o emprego de fungicidas sistémicos, por ser de facil aplicacdo, ser preciso e
eficiente. Seu uso prolongado e descontrolado tem gerado uma série de problemas como o
aparecimento de cepas do patégeno resistentes a acdo dos fungicidas, aparecimento de doencas
iatrogénicas e a presenca de residuos nos frutos. Por todas essas razfes, sdo cada vez mais
necessarias medidas alternativas para o controle dessas doencas.

Franco e Betiol (2002), visando ao controle alternativo de P. digitatum e
P. italicum em citros, testaram dez produtos alternativos individualmente e trinta e cinco
combinacdes desses produtos dois a dois e compararam com o fungicida tiabendazole e
testemunha com e sem inoculacdo. Os produtos testados ndo apresentaram efeito de sinergismo,

exceto a mistura carbonato de Na + acido borico. Carbonato de Na e acido borico controlaram a
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doenca em 78 e 87%, respectivamente, sendo que para a mistura, o controle foi de 93%.

Destacaram-se, ainda no controle, o bicarbonato de Na, metabissulfito de Na e as misturas de
bicarbonato de sddio + acido borico, carbonato de Na + carbonato de K, carbonato de Na +
sorbato de K, bicarbonato de Na + carbonato de Na, controlando 92; 77; 81; 77; 75 e 71%,
respectivamente. O tiabendazole utilizado como padrdo controlou totalmente a doenca.

Plaza et al (2004) avaliaram o efeito in vivo e in vitro da atividade
antifungica de vinte 6leos esséncias no controle do bolor verde (P. digitatum) e bolor azul (P.
italicum) em citros nas concentracfes de 10, 100 e 1000 pl/mL. Entre os 6leos testados estavam
os 6leos de manjerona (Origanum manjorana), geranio (Pelargonium graveolens), orégano
(Origanum vulgare), lavanda (Lavandula angustifolia) e citronela (Cymbopogon citratus). Esses
inibiram o crescimento fungico dos dois patdgenos, entretanto ndo foram eficientes in vivo.

Smilanick et al. (1999) observaram que a imersdo de frutas citricas em
solugdes de bicarbonato e carbonato de sodio reduziu a incidéncia do bolor verde em pos-
colheita causado por P. digitatum. A inibicdo da germinacdo dos conidios de P. digitatum foi
estudada pelo método do flavedo por Franco & Bettiol (2000). Esses autores verificaram que a
porcentagem de inibicdo da germinacdo de conidios de P. digitatum com tiabendazole a 0,15%,
bicarbonato de Na a 3% e carbonato de Na a 1% foram de 18; 95 e 96%, respectivamente. Para o
metabissulfito de Na a 1%, o sorbato de K a 1%, o carbonato de K a 1% e o acido bdrico a 1% na
inibicdo da germinacédo dos conidios foi de 100%. Franco e Bettiol (2002) verificaram que esses
produtos apresentaram controle do bolor verde em frutos de citros.

Leveduras dos géneros Pseudozyma e Rhodosporidium tém sido
descritas como potenciais agentes de biocontrole de diversos fungos fitopatogénicos. A atividade
antagonista de leveduras destes géneros e de géneros relacionados foi testada contra espécies
Penicillium importantes na deterioracdo pds-colheita de frutos. O potencial desses antagonistas
foi avaliado em ensaios realizados em magcés e laranjas (ALVES, 2007). Compostos volateis
produzidos por Saccharomyces cerevisiae inibiram a expressao de sintomas em frutos de C.
sinensis var. Valéncia, quando tratados em pdés-colheita, sendo que 0s compostos organicos
volateis, 2-metil-1-butanol e 3-metil-1-butanol apresentaram inibicdo sobre Guignardia
citricarpa in vitro e atuaram como agentes de controle, inibindo o aparecimento de novas lesdes
em frutos de laranja Valéncia (TOFFANO 2010).

Arras et al., (1998), utilizando cepas de Pichia guilliermondi e Candida

sake, reduziram a infeccdo por Penicillium italicum em 86 e 98% em frutas citricas,
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respectivamente. Arras, Demontis e Sussarellu (1996) mostraram resultados satisfatérios contra

Penicillium digitatum utilizando Metschnikowia pulcherrima (cepas 1A e 5A) isolada de figo e
Rhodotorula glutinis (21A) de tomate, aplicados em laranja e liméo artificialmente lesados, com
média de inibicdo de 97,5% (1A), 97,0% (5A) e 92,8% (21A), permanecendo viaveis entre —15 e
60°C e pH 3 a 8. Droby et al. (1999) relataram o crescimento e a eficiéncia antagdnica de Pichia
anomala sobre a germinacdo dos esporos de Penicillium digitatum isolados de pomelo. Alguns
isolados da levedura inibiram em 70% ou mais a infec¢éo por P. digitatum; outros foram capazes
até mesmo de proteger integralmente o fruto da infeccdo pelo fungo. Pimenta et al. (2008)
avaliaram a capacidade da levedura Saccharomycopsis schoenii (UWO-PS 80-91) em controlar o
crescimento dos fungos fitopatogénicos Penicillium expansum (UFMG 01-2002), P. italicum
(LCP 61.1199) e P. digitatum (LCP 984263, LCP 68175 e LCP 4354) e verificaram que a
levedura reduziu a severidade da doenca em laranjas inoculadas com todos os fitopatdgenos
testados. Entre estes fitopatogenos, P. digitatum LCP4354 apresentou a maior viruléncia
enquanto que P. digitatum LCP 68175 foi o mais suscetivel a predacdo. A levedura foi capaz de
permanecer viavel, sem produzir lesdes na superficie dos frutos por 21 dias. Outra caracteristica
desejavel observada foi a auséncia de producdo de substancias antagonistas. Evidenciando
potencial de utilizacdo da levedura S. schoenii no controle biologico de doencas pds-colheita em
laranjas.

Almeida, Costa e Kupper (2006) estudaram o potencial de
Saccharomyces cerevisiae e de Bacillus subtilis no crescimento micelial e na germinacdo de P.
digitatum e P. italicum e verificaram que o isolado ACB-84 (B. subtilis) e os isolados K-1 e CR-
1 (S. cerevsiae) foram os mais eficientes como agentes de biocontrole. Toffano (2005) verificou
o efeito antifungico do extrato do albedo sobre G. citricarpa. Ainda no mesmo estudo foi
possivel observar que o extrato aquoso do albedo (C. sinensis), flavedo (C. aurantifolia),
Lentinulus edodes e Agaricus blazei diminuiram o aparecimento de novas lesbes causadas por G.
citricarpa. Porém, ndo apresentaram efeitos sobre P. digitatum e C. gloeosporioides em frutos de

C. sinensis var. Valéncia quando tratados em pos-colheita.
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3. MATERIAL E METODOS

O trabalho foi realizado nos Laboratérios de Microbiologia Ambiental

e de Produtos Naturais da Embrapa Meio Ambiente, Jaguaritna- SP.

3.1 Extracao dos 6leos essenciais

Os 0Oleos essenciais de Pogostemon cablin (patchouli) Mentha
arvensis (menta), Cymbopogon citratus (citronela), Ocimum basilicum var. Maria bonita,
Rosmarinus officinalis (alecrim), Eucalyptus spp. (eucalipto), Lippia sidoides, Zingiber officinale
(gengibre), Citrus aurantifolia (limédo thaiti), Piper aduncum (pimenta de macaco) e Ocimum
basilicum (Manjericdo) foram extraidos por hidrodestilacio em aparelho tipo Clevenger
modificado, por um periodo de 4h (Figura 1). Os 6leos fixos de Allium sativum (alho), Copaifera
langsdorffii (copaiba), Azadirachta indica (nim), Coffea arabica-cru e Coffea arabica-torrado
(café) foram obtidos no comércio, Instituto Agronémico de Campinas, cedido pelo Dr. Nilson
Borlina Maia, Universidade Federal do Céard- Dr. Sergio Horta, Fiocruz e Laboratorio de
Produtos Naturais da Embrapa Meio Ambientace onde foram feitos os processos de extracao.

O tempo de extracdo foi otimizado por teste preliminar, observando-se
o volume de 6leo essencial a cada 30 minutos, considerando-se como tempo 6timo, quando néao
foi observada alteracdo do mesmo. Apos a separacdo das fases (agua e éleo essencial) (Figura 2),
0s Gleos essenciais extraidos foram transferidos para frascos de vidro ambar. Os vidros contendo
6leo foram embrulhados em papel aluminio e mantidos em freezer para ndo ocorrer degradacao

dos seus compostos quimicos.
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A andlise quimica dos componentes dos Oleos essenciais foram

realizadas no cromatografo a gas acoplado a espectrémetro de massas (CG/EM), modelo
QP5050A, marca Shimadzu, equipado com o software CLASS 5000, coluna cromatografica tipo
capilar de silica - DB-5 (30 m x 0,25 m x 0,25 um) e hélio (56,9 KPa) como gas carreador, com
fluxo de 1 mL/min, split 1:20. As temperaturas do injetor e da interface foram de 240 °C e 260 °
C, respectivamente. O programa de aquecimento da coluna foi de: temperatura inicial 60 °C,
aumentando 3 °C/min até 240 °C. A amostra de 6leo essencial (1uL) foi diluida em acetato de
etila (1 mL) e o volume injetado foi de 1uL. A identificacdo dos componentes foi realizada
utilizando-se a injecdo de mistura padrdo de 24 hidrocarbonetos (n-alcanos) com C8 a C32, para
calculo do indice de Retencdo (IR) conforme equagdo de Van den Dool e Kratz (VAN DEN
DOOL e KRATS, 1963; FERRACINI, 1995):

IR =[(Ts-Tcn-1) / (Tcn — Ten-1) x 100] + 100 x Cn-1 (1); onde: Ts:
Tempo de retencdo da substancia analisada; Tcn: Tempo de retencdo do n-alcano que elui apés a
substancia analisada. Tcn-1: Tempo de retengdo do n-alcano que elui antes da substancia
analisada; Cn-1: n-alcano que elui antes da substancia analisada

Ap6s a obtencdo do Indice de Retencdo para cada composto foi
realizada a comparacgéo destes e dos espectros de massas. Os dados quantitativos foram obtidos

por integracdo eletrénica da area dos picos (TIC).

3.1.2 Obtencéo dos agentes de biocontrole

Os agentes de biocontrole estudados foram: Bacillus subtilis
(Serenade®), mistura de Bacillus subtilis e Bacillus licheniformis (Nemix®), Pichia
guilliermondii  (L29), Sporobolomyces roseus (L41), Rhodotorula mucilagenosa (L17),
Sporodiobolus pararoseus, Pichia spp. (L4-1), Debaryomyces hansenii (L62), Pichia
membranifaciens (L21) e uma bactéria isolada diretamente de frutos de laranja pera. As
leveduras, com excecdo de S. pararoseus que foi isolada por Machado e Bettiol (2010), as
demais foram gentilmente cedidas pela Embrapa Uva e Vinho pelo Dr. Lucas Garrido. As
leveduras foram preservadas em meio de extrato de malte. Os produtos comerciais foram
utilizados na formulacdo pdé-molhavel obtidas diretamente no mercado. As leveduras foram

multiplicadas em meio extrato de malte com incubacdo a 25+2° C até o aparecimento de
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colénias. As suspensdes foram preparadas utilizando &gua destilada esterilizada para obter a

concentracéo de 1x10® UFC/mL™.

3.2 Isolamento e teste de patogenicidade de Penicillium digitatum e Guignardia
citricarpa

Para obtencdo e selecdo de um isolado de Pencillium digitatum foram
realizados isolamentos a partir de laranja ‘“Pera” apresentando sintomas de bolor verde, coletadas
no municipio de Jaguaritna, SP. Dos frutos com sintomas caracteristicos do bolor verde,
procedeu-se o isolamento direto pela remocdo e transferéncia dos conidios presentes na
superficie do tecido infectado dos frutos para placas contendo meio de cultura batata-dextrose-
agar (BDA). Em seguida, as placas foram mantidas a 25+2 °C até o aparecimento de colonias
bem definidas do fungo, com repicagens subsequentes em BDA até a obtencéo de colbnias puras
de Penicillium digitatum.
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Figura 1. Sistema de hidrodestilacdo utilizado na extracdo de Oleos essencias. a) Manta
aquecedora, b) baldo volumétrico, c) clevenger, d) condensador e €) mangueiras de

aferrecimento.

Figura 2. Separacdo da fase aquosa do 0leo essencial. a) 6leo essencial de Citrus aurantifolia e

b) Fase aquosa.
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Trés isolados de P. digitatum foram previamente selecionados
levando-se em consideragdo o hospedeiro (laranja “Pera”) coletado em pomar de frutas citricas.
Trés isolados de laranja Péra (PD 01/08, PD 02/08 e PD 03/08) foram primeiramente retirados
dos tubos de preservacdo e transferidos para placas contendo BDA. Em seguida, para induzir boa
esporulacdo, foram incubados na temperatura de 25+2 °C, com alternancia de luz fluorescente
(12/12h) pelo periodo de sete dias. Suspensdes de conidios de P. digitatum foram preparadas
colocando-se dgua destilada esterilizada nas placas com a cultura do fungo e com auxilio de uma
alca de Drigalsky promoveu-se a formacéo de suspensdo de conidios. A suspenséao foi filtrada
em gaze dupla esterilizada e diluida até a concentracio de, aproximadamente, 1x10°
conidios/mL, determinado pela contagem em camara de Neubauer. Para melhor dispersdo dos
conidios na suspenséo, adicionou-se Tween 80% na propor¢édo de 0,05% da suspensao.

Frutos maduros de laranja Pera, provenientes de Jaguariina/SP, foram
desinfestados superficialmente pela imersdo em solucdo de hipoclorito de sddio (0,5%) durante
trés minutos e em seguida lavados duas vezes em agua destilada esterilizada. Os frutos foram
dispostos sobre papel absorvente ao ar livre para secagem da agua superficial e em seguida
colocada em bandeja de papeldo. Para a inoculacdo de P. digitatum foram realizados ferimentos
(10 mm de diametro X 5 mm de profundidade) em dois pontos equidistantes na regido equatorial
do fruto com auxilio de uma ponteira descartavel de micropipeta esterilizada. Em cada ferimento
foram depositados 50 pL da suspensdo de conidios com auxilio de uma micropipeta. Agua
destilada esterilizada foi utilizada nos frutos testemunha. Nesse ensaio cada isolado foi
considerado como um tratamento e foram utilizados dez frutos por isolado. A incubacdo foi a+
25 °C durante quatro dias, ocasido em que foram feitas as avalia¢fes da incidéncia, seguindo-se
o reisolamento e identificacdo. Os isolados foram preservados pelo método de Castellani. O
isolado de P. digitatum PD 02/08, utilizado nos ensaios descritos a seguir foi selecionado sendo
multiplicado em meio BDA e incubado a 25+ 2°C com alternancia de luz (12/12h) por sete dias.

Os isolados de Guignardia citricarpa foram obtidos de frutos
sintomaticos de laranjas da variedade Péra coletados no municipio de Jaguariuna, SP. O fungo
foi isolado de lesdes tipicas de mancha preta dos citros, a partir de 10 frutos. Para isso, os frutos
foram desinfestados superficialmente por meio de lavagem por 30 segundos em etanol 70%, 1

minuto em hipoclorito de so6dio 2% e 1 minuto em &gua destilada esterilizada. Apds a



39
desinfestacdo superficial, G. citricarpa foi isolado em meio batata-dextrose-4gar (BDA). As

placas foram mantidas a 28 °C e avaliadas depois de trés dias. Extremidades das hifas de
colonias morfologicamente semelhantes ao género Guignardia foram coletadas e repicadas para

meio BDA, purificadas e preservadas pelo método de Castellani.

3.3 Efeito de 6leos essenciais na inibicdo da germinacdo de conidios de Penicillium
digitatum

Epidermes de cebola foram cortadas em discos de 12 mm de didmetro
com furador de rolha metélico, sendo que trés discos foram colocados na superficie de uma
lamina de vidro de microscopia plana (FRANCO; BETTIOL, 2002). Como indculo foram
utilizados conidios do P. digitatum, isolado PD 02/08, com sete dias de idade, suspendidos em
agua destilada esterilizada acrescida de 0,015% de Tween 80. A concentragdo do indculo foi
calibrada para 1x10° conidios/mL, em camara de Neubauer. Sobre a epiderme de cebola foram
depositados 20 pL do indculo em cada disco e a seguir colocado mais 20 uL da suspensdo de
Oleos essenciais em diversas concentracdes e agua destilada esterilizada sobre cada gota do
indculo. Foram utilizadas cinco laminas, as quais apos receberem a suspensdo de conidios foram
mantidas em camara Umida a 25+2 °C. A germinacdo foi avaliada em uma lamina por
tratamento, as quais, ap0s periodo de incubacdo de 16, 19, 20, 21 e 22 horas, pela observacao em
microscopio Otico com aumento de 200x em dez campos por lamina. A porcentagem de
germinacdo foi determinada com base no nimero de conidios germinados e o total de conidios
no campo. Antes de realizar a leitura, em cada um desses periodos, foi adicionada uma gota de
azul de lactofenol sobre cada gota de indculo. O conidio foi considerado germinado quando o
seu tubo germinativo apresentava tamanho igual ou superior ao maior didmetro do conidio.

Os 0Oleos essenciais de Pogostemon cablin (patchouli) Mentha
arvensis (menta), Cymbopogon citratus (citronela), Ocimum basilicum var. Maria bonita,
Rosmarinus officinalis (alecrim), Eucalyptus spp. (eucalipto), Lippia sidoides, Zingiber officinale
(gengibre), Citrus aurantifolia (limédo thaiti), Piper aduncum (pimenta de macaco) e Ocimum
basilicum (manjericdo) foram extraidos por hidrodestilacio em aparelho tipo Clevenger
modificado, por um periodo de 4h (Figura 1). Os 6leos fixos de Allium sativum (alho), Copaifera

langsdorffii (copaiba), Azadirachta indica (nim), foram estudados quanto a potencial de inibir a
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germinacdo de esporos. Também foram incluidos o fungicida Thiabendazole Tecto® e &gua

como testemunha absoluta. Os agentes de biocontrole Bacillus subtilis (Serenade®), Bacillus
subtilis e Bacillus lechiniformes (Nemix®), Pichia guilliermondii (L29), Sporobolomyces roseus
(L41), Rhodotorula mucilagenosa (L17), Sporodiobolus pararoseus, Pichia sp. (L4-1),
Debaryomyces hansenii (L62), Pichia membranifaciens (L21), bactéria isolada da laranja e
Testemunha absoluta tambeém foram avaliados.

Para cada tratamento foram utilizadas trés ldminas, as quais ap0s
receberem as suspensdes de conidios (20 pL) e dos 6leos (20 uL) nas concentracfes de 5, 50,
500, 5000, 50.000 e 500.000 mL.L™, estes foram diluidos em &gua e acrescentada uma gota de
detergente neutro. As laminas foram mantidas em camara Umida escura a 25+2 °C. Os
antagonistas foram testados nas concentracdes de 1x10° a 1x10° conidios/mL. E para as bactérias
utilizada 1x10° UFC/mL™A germinacéo dos conidios foi avaliada em uma lamina de cada
tratamento, apds o periodo de incubacdo de 21 horas pela observacdo (aumento de 200 vezes) de
dez campos por lamina, contando-se o total de conidios no campo e o nimero de conidios
germinados. Para realizar a leitura foi adicionada uma gota de azul de lactofenol sobre a gota do
indculo. O conidio foi considerado germinado quando o0 seu tubo germinativo apresentava
tamanho igual ao didmetro do conidio. Com os dados foi calculada a porcentagem de inibicdo da

germinacédo dos conidios para cada tratamento.

3.4 Controle de Penicillium digitatum em laranja com 6éleos fixos, 6leos essenciais e agentes

de biocontrole

Com o objetivo de selecionar produtos alternativos aos fungicidas
para o controle de Penicillium digitatum em pds-colheita de citros foram realizados varios
ensaios em laranja ‘Pera’. Os ensaios foram realizados separadamente para grupos de produtos.
O isolado PD 02/08 de P. digitatum foi repicado para placas com BDA e incubado a 25+ 2 °C
com alternancia de 12 horas de luz e escuro por sete dias. Uma suspensdo de conidios 1x10°
conidios/mL foi preparada a partir destas colénias empregando-se a mesma metodologia descrita

anteriormente. As laranjas foram adquiridas em galpdo de embalagem no estadio fisioldgico
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maduro, antes de receber qualquer tratamento pés-colheita. Os frutos foram lavados em solucéo

de hipoclorito de sodio a 0,5% por trés minutos e enxaguados duas vezes em agua de torneira.
Apos a secagem, os frutos foram colocados em bandejas de papeldo identificadas.

Nesse estudo foram utilizados 0s seguintes os 6leos essenciais de
Pogostemon cablin (patchouli) Mentha arvensis (menta), Cymbopogon citratus (citronela),
Ocimum basilicum var. Maria bonita, Rosmarinus officinalis (alecrim), Eucalyptus spp.
(eucalipto), Lippia sidoides, Zingiber officinale (gengibre), Citrus aurantifolia (limdo Thaiti),
Piper aduncum (pimenta de macaco) e Ocimum basilicum (manjericdo) foram extraidos por
hidrodestilacdo em aparelho tipo Clevenger modificado, por um periodo de 4h (Figura 1). Os
6leos fixos de Allium sativum (Alho), Copaifera langsdorffii (copaiba), Azadirachta indica
(nim). Nesses 0leos foi acrescentada uma gota de detergente para melhor uniformizagdo. Os
agentes de biocontrole Bacillus subtilis (Serenade®), Bacillus subtilis e Bacillus lechiniformes
(Nemix®), Pichia guilliermondii (L29), Sporobolomyces roseus (L41), Rhodotorula
mucilagenosa (L17), Sporodiobolus pararoseus, Pichia spp. (L4-1), Debaryomyces hansenii
(L62), Pichia membranifaciens (L21), bactéria isolada da laranja e testemunha absoluta também
foram analisados. Todos foram comparados com o fungicida Tecto® concentracdo recomendada,
testemunha absoluta e testemunha inoculada.

Cada tratamento foi composto por dez frutos feridos com um tubo
vazado (3 mm de didmetro), em dois pontos opostos na regido equatorial do fruto, a uma
profundidade de mais ou menos dois milimetros, atingindo a regido do albedo. Apds o ferimento
os frutos foram inoculados com 20 pl da suspensdo do patdgeno a 1x10’conidios/mL. Em
seguida, em cada ferimento, foram aplicados 20 pl da suspensdo dos éleos trocando-se as
ponteiras descartaveis esterilizadas. Para o tratamento testemunha com inoculagéo colocou-se 20
pl de agua destilada esterilizada. No tratamento testemunha sem inoculagdo colocou-se 40 pl de
agua destilada esterilizada em duas aplicac6es de 20ul.

Os Oleos fixos e essenciais e 0s micro-organismos testados foram
aplicados preventivamente (24 h antes da inoculacdo do patdgeno), simultaneamente a
inoculacdo do patdgeno e de forma curativa (24 h ap6s a inoculagdo do patdgeno). Os 6leos
foram estudados nas concentragdes de 1, 10, 100, 1000, 10.000 e 100.000 mL.L™, enquanto os
antagonistas foram testados nas concentracdes de 1x10°> a 1x10® conidios/mL. Os frutos foram
incubados em uma sala em condi¢des ambiente, na temperatura de 25+2 °C, umidade relativa de

85-90% e fotoperiodo de 12/12 horas. As informacGes foram medidas e registradas em
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termohigrogado, além de observacGes diarias em um termémetro de maxima e minima. Durante

0 armazenamento foram avaliadas a incidéncia e a severidade da doenca e presenca de efeito
fitotoxico. As avaliacdes foram realizadas a cinco, seis e sete dias ap6s a inoculagao.

Em cada ferimento foi medido com auxilio de uma régua flexivel, o
didmetro médio da lesdo nas posi¢des horizonte e vertical, acompanhando a curvatura de fruto.
Para cada ensaio, também foi medido a altura de dez laranjas com uma régua flexivel
acompanhando o seu formato. A severidade da doenca foi calculada a partir do diametro médio
das lesbes de cada tratamento, descontando-se do didmetro do ferimento. A porcentagem de
controle da doenca foi calculada a partir do didmetro médio das lesbes de cada tratamento,

descontando-se os 3 mm do didmetro do ferimento, em comparagdo com a testemunha.

3.5 Efeito dos produtos alternativos na inibicdo do crescimento micelial de

Penicillium digitatum in vitro

Para o experimento foram preparadas placas contendo meio BDA com
estreptomicina, no meio foram transeferidos 20 ul da suspenséo de 10° conidios/ml do patdgeno,
aguardou-se até que a superficie estivesse seca para comecar a fazer a escavacdo do meio, que
foi feita com o auxilio de um cilindro de cobre de 7 mm de diametro (Figura 3). Foi feito um
orificio em cada placa e depositada uma aliquota de 100 pl dos seguintes 6leos essenciais de
Pogostemon cablin (patchouli) Mentha arvensis (menta), Cymbopogon citratus (citronela),
Ocimum basilicum var. Maria bonita, Rosmarinus officinalis (alecrim), Lippia sidoides, Zingiber
officinale (gengibre), Eucalyptus spp. (eucalipto), Citrus aurantifolia (limdo Thaiti), Piper
aduncum (pimenta de macaco) e Ocimum basilicum (manjericdo) foram extraidos por
hidrodestilacdo em aparelho tipo Clevenger modificado, por um periodo de 4h (Figura 1). Os
6leos fixos de Allium sativum (alho), Copaifera langsdorffii (copaiba), Azadirachta indica (nim).
Os agentes de biocontrole Bacillus subtilis (Serenade®), Bacillus subtilis e Bacillus
lechiniformes (Nemix®), Pichia guilliermondii (L29), Sporobolomyces roseus (L41),
Rhodotorula mucilagenosa (L17), Sporodiobolus pararoseus, Pichia sp. (L4-1), Debaryomyces
hansenii (L62), Pichia membranifaciens (L21), bactéria isolada da laranja e testemunha absoluta

também foram analisados. Todos foram comparados com o fungicida Tecto® concentracdo
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recomendada, testemunha absoluta e testemunha inoculada. As concentracfes de 6leos estudadas

foram 0, 1, 10, 100, 1000, 10.000 e 100.000 mL.L™?, enquanto os antagonistas foram testados na
concentracdo de 1x10® UFC/mL. A incubacdo foi a 25+2 °C até o aparecimento de colonias e

posterior aparecimento de halos.

Transferéncias de 20l da
suspenséo de P. digitatum.

Meio BDA + Estreptomicina

Figura 3. Esquema de preparacdo do experimento para avaliar o efeito de 6leos fixos e
esséncias, bem como agentes de biocontrole na inibicdo do crescimento de Penicillium

digitatum.

3.6 Acdo fungicida e fungistatica dos 6leos fixos e essenciais sobre P.digitatum

Para comprovar a acao fungicida ou fungistatica, tanto dos 6leos fixos
quanto dos essenciais, foram preparados meios de cultura BDA em tubos de ensaio, sendo que
este ficou inclinado para posterior transferéncia do isolado do ensaio. Foi realizada a técnica de
estriamento em cada tubo contendo o meio de cultura, coletando-se o patdgeno P.digitatum do
experimento 3,5 e de sua respectiva dose. Cada concentracdo foi constituida de trés repeticGes.

A avaliacdo feita tomando por base o crescimento da testemunha absoluta.

3.7 Efeito dos 0Oleos essenciais e fixos e antagonistas no controle de Guignardia

citricarpa em frutos de laranja ‘Pera’
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No ensaio com G. citricarpa foram utilizados frutos naturalmente

infestados e coletados no campo e apresentando sintomas da doenca. Apds a desinfestacdo
superficial, os frutos foram mergulhados, separadamente, por 5 minutos em suspenséo contendo
1x10® cfu/mL de Bacillus subtilis (Serenade®), Bacillus subtilis e Bacillus lichiniformes
(Nemix®), Pichia guilliermondii (L29), Sporobolomyces roseus (L41), Rhodotorula
mucilagenosa (L17), Sporodiobolus pararoseus, Pichia sp. (L4-1), Debaryomyces hansenii
(L62), Pichia membranifaciens (L21), bactéria da laranja; e os 6leos essenciais de Pogostemon
cablin (Patchouli) Mentha arvensis (Menta), Cymbopogon citratus (Citronela), Ocimum
basilicum var. Maria bonita, Rosmarinus officinalis (Alecrim), Lippia sidoides, Zingiber
officinale (Gengibre), Citrus aurantifolia (Limdo Thaiti), Piper aduncum (pimenta de macaco),
Ocimum basilicum (manjericdo) e Eucalyptus spp. (eucalipto), foram extraidos por
hidrodestilacdo em aparelho tipo Clevenger modificado, por um periodo de 4h (Figura 1). Os
0leos fixos de Allium sativum (alho), Copaifera langsdorffii (copaiba), Azadirachta indica (nim).
Além desses produtos foram estudados o efeito do fungicida Tecto®; sendo todos comparados
com a Testemunha absoluta. Todos os produtos foram estudados nas mesmas concentracdes
relatadas anteriormente.

Em seguida, os frutos foram dispostos sobre papel absorvente ao ar
livre para a secagem. Depois de secos, foram acondicionados em bandejas de papeldo e
incubados a 25+2 °C e umidade relativa média de 78%. Foi realizada uma avaliacéo inicial e a
cada quatro dias fez-se a contagem de novas lesGes que surgiam nos frutos. Para cada tratamento
foram utilizados 10 frutos, considerados uma repeticdo. Ao final de 16 dias foram realizadas

avaliacGes da evolucdo da doenca em relacdo a avaliacdo inicial.

3.8 Efeito dos produtos alternativos na inibicdo de Guignardia citricarpa in vitro

Para o experimento foram preparadas placas contendo meio BDA e
adicionado estreptomicina, a estas foram transferidos 200 pl da suspensdo de 10° conidios/ml do
patdgeno, aguardou-se até que a superficie estivesse seca para fazer a escavacdo do meio com o
auxilio de um cilindro de cobre de 7mm de diametro. Foi feito um orificio em cada placa, e uma
aliquota de 100 pl dos Oleos essenciais de Pogostemon cablin (patchouli) Mentha arvensis
(Menta), Cymbopogon citratus (Citronela), Ocimum basilicum var. Maria bonita, Rosmarinus

officinalis (Alecrim), Lippia sidoides, Zingiber officinale (Gengibre), Citrus aurantifolia (Limao
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Thaiti), Eucalyptus spp. (eucalipto), Piper aduncum (pimenta de macaco) e Ocimum basilicum

(Manijericao) foram extraidos por hidrodestilagdo em aparelho tipo Clevenger modificado, por
um periodo de 4h (Figura 1). Os oleos fixos de Allium sativum (alho), Copaifera langsdorffii
(copaiba), Azadirachta indica (nim). Além dos Oleos, também foram estudados os seguintes
agentes de biocontrole: Bacillus subtilis (Serenade®), Bacillus subtilis e Bacillus lichiniformes
(Nemix®), Pichia guilliermondii (L29), Sporobolomyces roseus (L41), Rhodotorula
mucilagenosa (L17), Sporodiobolus pararoseus, Pichia sp. (L4-1), Debaryomyces hansenii
(L62), Pichia membranifaciens (L21) e uma bactéria isolada diretamente da laranja.

As concentracdes de Oleos avaliadas foram: 0, 1, 10, 100, 1000,
10.000 e 100.000 ppm. Os microrganismos foram avaliados utilizando a concentragdo de 1x10°
UFC/mL. As placas foram mantidas a 25+2 °C até o aparecimento de coldnias e posterior

aparecimento de halos.

3.9 Efeito dos dleos fixos e essenciais sobre o desenvolvimento dos agentes de

biocontrole

Considerando a possibilidade de formular os agentes de biocontrole
com os 6leos fixos e esséncias, haja vista a possibilidade desses dleos agirem com um limitante
de desidratacdo dos frutos, alem de um possivel efeito sinergistico ou aditivo no controle da
doenca, foram realizados estudos da compatibilidade dos 6leos com os agentes de biocontrole.
Os oleos essenciais de Pogostemon cablin (patchouli) Mentha arvensis (menta), Cymbopogon
citratus (citronela), Ocimum basilicum var. Maria bonita, Rosmarinus officinalis (alecrim),
Lippia sidoides, Zingiber officinale (gengibre), Citrus aurantifolia (limdo thaiti), Eucalyptus spp.
(eucalipto), Piper aduncum (pimenta de macaco) e Ocimum basilicum (manjericdo) foram
extraidos por hidrodestilacdo em aparelho tipo Clevenger modificado, por um periodo de 4h
(Figura 1). Os oOleos fixos de Allium sativum (alho), Copaifera langsdorffii (copaiba),
Azadirachta indica (Nim), foram avaliados quanto a inibicdo dos agentes de controle biologico
(Bacillus subtilis (Serenade®), Bacillus subtilis e Bacillus lichiniformes (Nemix®), Pichia
guilliermondii  (L29), Sporobolomyces roseus (L41), Rhodotorula mucilagenosa (L17),
Sporodiobolus pararoseus, Pichia sp. (L4-1), Debaryomyces hansenii (L62), Pichia

membranifaciens (L21) e uma bactéria da laranja). Para tanto, foram preparadas placas contendo
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meio BDA e transferidos 200 pl da suspensdo de 10° conidios/ml do agente de biocontrole,

aguardou-se até que a superficie estivesse seca para fazer a escava¢do do meio com o auxilio de
um cilindro de cobre de 7mm de didmetro. Foi feito um orificio em cada placa e uma aliquota de
100 pl dos 6leos nas concentragdes de 0, 1, 10, 100, 1000, 10.000 e 100.000 mL.L™ foi colocada
em cada pogo. A incubacdo foi a 25+2 °C até o aparecimento de colbnias e halos e inibicdo para

avaliagédo do seu diametro.

3.10 Bioautografia

Para determinar a presenca dos compostos nos éleos, 10 uL dos foram
aplicadas em cromatoplacas de silica GF254 em suporte de aluminio da Merck. Os eluentes
escolhidos foram uma mistura de hexano/acetato de etila/metanol (45:45:10) para os 6leos fixos
e acetato de etila/metanol (90:10) para os 0leos essenciais. A avaliacdo foi feita observando-se a
velocidade de migragdo dos constituintes da mistura e que foram caracterizados por um valor
numérico, Rf, que exprime a relagdo entre as distancias percorridas pelos 6leos e pela frente do
solvente.

A bioautografia € um método que combina a CCD (cromatografia em
coluna delgada) com bioensaio in situ. Este método mostra a localizacdo exata do constituinte
ativo de uma matriz complexa. Portanto, ¢ um metodo eficiente no isolamento biomonitorado
pela atividade através de um cromatograma de referéncia revelado com um reagente
cromogénico. O ensaio de determinacdo da atividade antimicrobiana pelo método de
bioautografia foi realizado de acordo com Hamburgter e Hostettmann (1991). Para avaliar a
atividade dos compostos presentes no cromatograma, foi transferida uma suspensdo de 10°
conidios/mL de Penicillium digitatum e Guignardia citricarpa e dos agentes de biocontrole
(Bacillus subtilis (Serenade®), Bacillus subtilis e Bacillus lichiniformes (Nemix®), Pichia
guilliermondii  (L29), Sporobolomyces roseus (L41), Rhodotorula mucilagenosa (L17),
Sporodiobolus pararoseus, Pichia spp. (L4-1), Derbaryomyces hansenii (L62), Pichia
membranifaciens (L21) e uma bactéria da laranja) em meio de cultura liquido e cada um destes
microrganismos foi pulverizado sobre o cromatograma. A placa contendo o cromatograma

(Figura 4) pulverizado com a suspensao dos fungos testes e também da dos antagonistas foi
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observada diariamente, verificando se houve ou ndo a formacéo de halo de inibig&o sobre alguns

componentes das fragdes obtidas pelas cromatografias.

Figura 4: Placa de cromatografia em camada para avaliar os constituintes dos 6leos que inibiam

os fitopatdgenos e 0s agentes de biocontrole.

3.11 Analise Sensorial
A avaliacdo sensorial foi realizada no Laboratério de Microbiologia
das Faculdades Metropolitanas Unidas, com o objetivo de avaliar a qualidade da laranja
processada ap0Os os tratamentos com éleos e antagonistas, por meio da avaliacdo de atributos
sensoriais de aparéncia, textura e sabor, utilizando o teste de comparacdo multipla, conforme
Meilgaard et al. (1999). A avaliacdo sensorial teve inicio com o treinamento da equipe, composta

por 10 provadores, previamente selecionados. Para isso, utilizaram-se diversas amostras de
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laranja, procurando simular os principais problemas relacionados as caracteristicas sensoriais do

produto. Foram apresentadas aos provadores amostras do produto com caracteristicas bastante
diversificadas quanto ao frescor (amostras tratadas com os 6leos e 0s microrganismos), quanto a
coloracédo (de verde a vermelho a amarelo), quanto a aparéncia (sadios e com injdrias), quanto ao
sabor (caracteristico e ndo caracteristico) do produto, a fim de estimular e enriquecer a discussao.
Depois de feito o levantamento dos atributos, todas as caracteristicas descritas por cada membro
da equipe foram discutidas objetivando-se chegar ao consenso em relagcdo as expressdes que
melhor descreviam e caracterizavam o produto, para que fosse preparada a ficha para aplicacdo
dos testes. Posteriormente, a equipe foi treinada na quantificacdo da intensidade de cada atributo
e foram feitas reunibes para familiarizar os provadores com as fichas que foram utilizadas no
teste final. Apos, foi realizado um Gltimo teste sensorial no treinamento utilizando-se as cabines
de prova. Foi montado um experimento (pré-teste), com o objetivo de simular os principais
problemas relacionados com as caracteristicas sensoriais que poderiam ocorrer nos frutos durante
0 periodo de armazenamento. Os atributos sensoriais avaliados pelos provadores e suas
respectivas defini¢cdes sdo apresentados na Tabela 2.

Para avaliacdo dos atributos de aparéncia cada tratamento foi
selecionado ao acaso e dispostos em pequenas bandejas plasticas brancas, que foram
apresentadas aos provadores sob iluminacdo com luz branca. Para avaliagdo dos atributos de
textura e sabor, laranjas de cada tratamento foram disponibilizadas aos provadores para que eles
pudessem ver a textura da laranja, bem como as caracteristicas residuais dos Oleos e
antagonistas. Apos as amostras foram processados o suco destas laranjas e estes foram servidos
em copinhos de plastico descartaveis. Os testes foram realizados em cabines individuais de
prova. Os provadores utilizaram agua mineral para lavar o palato no intervalo entre as amostras e

bolachas agua e sal.
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Tabela 2: Atributos sensoriais avaliados pelos provadores e respectivas defini¢des

Termos Descritos

Definicles

Material de Referencia

APARENCIA

Cor amarela

Particulas/ Células

Viscosidade

Tonalidade da cor amarela de suco de

laranja natural fresco.

Presenca de particulas fibrosas/ células
(bagacinhos) em suspensdo no suco de
laranja

Viscosidade  percebida  visualmente
(aparéncia) por movimentos circulatorios

utilizando-se de colher plastica.

Suco de laranja natural adicionado
de trés gotas de solucdo de corante
artificial amarelo tartrazina 0,1%
100mL de suco.

Adicdo extra de particulas fibrosas
(bagacinhos) ao suco de laranja

Adicdo extra de particulas fibrosa
celular  (bagacinhos) ao suco de

laranja.

AROMA

Laranja natural

Laranja fermentada

Sensacdo olfativa associada ao aroma
caracteristico de suco de laranja natural
fresco

Sensacdo olfativa associada ao aroma
pouco caracteristico de suco de laranja
natural fresco, lembrando a laranja passada

e fermentada

Aroma natural de suco fresco de
laranja variedade Pera

Aroma de suco de laranja
pasteurizado de marca comercial

lembrando a laranja passada.

SABOR

Laranja Natural

Laranja fermentada

Sensacdo gustativa associada ao sabor

caracteristco de suco de laranja natural.

Sensacdo gustativa associada ao sabor
caracteristco de suco de laranja natural
fresco, lembrando a laranja passada e

fermentada.

Sabor natural de suco fresco de
laranja variedade péra. Adicdo de
0,2% de &cido citrico em suco de
laranja natural fresco

Adicdo de 0,2% de &cido citrico em

suco de laranja natural.
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3.13 Analise estatistica

O delineamento experimental em todos os experimentos foi o inteiramente casualizado
(DIC), a avaliagdo dos dados foi efetuada com o auxilio da andlise de variancia e suas médias

comparadas pelo teste de Tukey a 5 % de probabilidade, utilizando o programa SISVAR.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Isolamento e teste de patogenicidade de Penicillium digitatum e Guignardia

citricarpa

Os trés isolados selecionados de P. digitatum (PD 01/08, PD 02/08,
PD 03/08 ) e dois de G. citricarpa (GC 01/08 e GC 02/08) foram patogénicos aos frutos. Sendo
assim, os isolados selecionados para os experimentos foram PD 02/08 de P. digitatum e GC
01/08 de G. citricarpa.

4.2 Efeito de 6leos essenciais e agentes de biocontrole na inibi¢cdo da germinacéo de

conidios de Penicillim digitatum

A germinacdo de conidios de P. digitatum foi inibida tanto pelos 6leos
essenciais de Pogostemon cablin (patchouli) Mentha arvensis (menta), Cymbopogon citratus
(citronela), Ocimum basilicum var. Maria bonita, Eucalyptus spp. (eucalipto), Rosmarinus
officinalis (alecrim), Lippia sidoides, Zingiber officinale (gengibre), Citrus aurantifolia (limao
thaiti), Piper aduncum (pimenta de macaco) e Ocimum basilicum (manjericdo) quanto pelos
Oleos fixos de Allium sativum (alho), Copaifera langsdorffii (copaiba) e Azadirachta indica

(nim). Esses 6leos ndo diferiram quanto a inibi¢do da germinacgéo de esporos do fungicida padrao
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utilizado — Tecto, nas concentragdes de 10.000 e 100.000 mL.L™* (Figura 5 e 6).Todas as

concentragdes diferiram da testemunha.

As observagOes realizadas em microscopia eletrbnica revelaram que C.
lindemuthianum e R. solani tratados com o 6leo essencial de tomilho apresentaram alteracfes
morfoldgicas em suas hifas, aparentando colapsadas e pequenas, também foi observada reducéo
na producédo de conidios, quando comparados ao controle. Com o 6leo essencial de menta foram
observadas leves alteragdes nas hifas e conidios das células de C. lindemuthianum. O 6leo
essencial de lavanda deformou as hifas de C. lindemuthianum, F. solani e R. solani, sendo que
nos dois primeiros fungos, observou-se redu¢do no niumero de conidios produzidos. P. ultimum
tratado com o mesmo 6leo essencial apresentou forte reducdo no didmetro das hifas ao ser
comparado ao controle, e o surgimento de uma formacdo filamentosa, consistindo em
extravasamento do seu contetdo citoplasmatico (ZAMBONELLI et al., 1996). Esta reducdo do
tamanho das hifas pode ser explicada pela alteracdo no metabolismo do fungo, causada por uma
acdo mutagénica de muitos Oleos essenciais (ZANI et al, 1991). Os autores discutem que a
atividade antifungica dos 0Oleos essenciais testados advém, provavelmente, do resultado da
penetracdo de quitina na parede das hifas, prejudicando a lipoproteina da membrana
citoplasmatica, levando a este extravasamento do citoplasma, bem como ao esvaziamento e
murchamento das hifas, e presenca de filamentos (ZAMBONELLI et al., 1996; CACCIONI,
GUIZZARDI, 1994).
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Oleos Concentragio 1 mL. L2

2% de inibicio da germinacio™®

Oleos Concentragdo 10 mL.L?

% de inibicio da germinacio®

Oleos Concentracio 100 mL L*

FIGURA 5: Inibicdo da germinacdo de conidios de Penicilium digitatum com 6leos essenciais e

fixos, empregando o método da epiderme destacada da cebola nas concentracdes de (A)1 mL.L™;
(B)10 mL.L™" e (C)100 mL.L™.
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FIGURA 6: Inibicdo da germinacdo de conidios de Penicilium digitatum com 6leos essenciais e
fixos, empregando o método da epiderme destacada da cebola nas concentraces de (D)1000
mL.L™; (E)10.000 mL.L™ e (F)100.000 mL.L™.
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Todos os agentes de biocontrole nas concentragdes e 10° a 10° UFC/mL
de inibiram a germinacdo de conidios de P. digitatum acima de 50%. Porém, alguns agentes
como Pichia guilliermondii (L29), Pichia spp. (L4-1) e Saccharomyces cerevisae apresentaram
inibicdo inferior (Tabela 3). Resultados similares foram obtidos por Franco e Bettiol (1999) onde

estes avaliaram o efeito de produtos bioldgicos e alternativos no controle deste patogeno.

As leveduras apresentam caracteristicas que as tornam promissoras para
utilizacdo como agentes de biocontrole, tais como: i) ndo produzem esporos alergénicos e nédo
produzem toxinas como fazem os fungos filamentosos; ii) ndo sintetizam antibiéticos como as
bactérias (DROBY; CHALUTZ, 1997); iii) exigem nutrientes simples, podendo, inclusive,
serutilizados residuos de inddstrias como fonte de carbono (FREDLUND et al., 2002); e iv) ndo

apresentam riscos ao consumidor (PASSOTH et al., 2006).
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TABELA 3 - Inibicdo da germinagdo de conidios de Penicilium digitatum por agentes de biocontrole,

empregando o método da epiderme destacada da cebola.

Tratamento % de inibicao*
Concentragdes
10° 10° 10’ 10°
Bacillus subtilis (Serenade®) 595bB 48,2b B 55,3bB 56,8 bB
B. subtilis e Bacillus licheniformis (Nemix®)
492bB 67.4b B 485b B 68,9bB
Pichia guilliermondii (L29) 30,0cC 31,2cC 23,4cC 20,0dC
Sporobolomyces roseus (L41) 100,0a A 100,0 aA 100,0 aA 100,0 aA
Rhodotorula mucilagenosa (L17) 100,0a A 100,0 aA 100,0 aA 100,0 aA
Sporodiobolus pararoseus 100,0a A 100,0 aA 100,0 aA 100,0 aA
Pichia spp (L4-1) 16,0dD 13,0dD 18,3 dD 12,0dD
Derbaryomyces hansenii (L62) 100,0a A 100,0 aA 100,0 aA 100,0 aA
Pichia membranifaciens (L21) 100,0 aA 100,0 aA 100,0 aA 100,0 aA
Bactéria isolada de laranja 100,0 aA 100,0 aA 100,0 aA 100,0 aA
Saccharomyces cerevisae 29,3 ¢cC 32,7 ¢cC 28,5cC 39,4 cC
Thiabendazole (1500 pg/mL) 98,0aA 98,0aA 98,0aA 98,0aA

*Meédia de nove discos de tecido da epiderme destacada da cebola, observagdo em dez campos por disco, apds 21 horas de incubacdo
em camara Umida e escura a 25+2°C. *Valores seguidos pela mesma letra ndo diferem entre si (P=0,05) *Médias seguidas de letras
maiusculas iguais nas linhas ndo diferem entre si. *Médias seguidas de letras mintsculas iguais nas colunas ndo diferem entre si.

4.3 Controle de Penicillium digitatum em frutos de laranja com 0leos fixos, 6leos

essenciais e agentes de biocontrole.

Os 0leos essenciais e fixos nas concentrages 10.000 e 100.000 mL.L*
controlaram o bolor verde de forma semelhante ao fungicida Thiabendazole (Tabelas 4 a 9).
Também ndo foram verificadas diferencas significativas entre as aplicacdes dos 6leos 24 h antes,
simultanea e 24 h depois da inoculacdo do patdgeno (Tabelas 4 a 9). Esses resultados indicam

que os 6leos testados apresentam propriedades antimicrobianas capazes de controlar Penicillium
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digitatum nos frutos de laranja, podendo ser uma alternativa ao uso de fungicidas sintéticos,

como apregoado por Franco e Bettiol (2002), Torres et al. (2008), Bettiol et al. (2009) e Droby et
al. (2010). Assim, esses produtos devem ser estudados em condi¢des comerciais, pois sdo as
condicBes em que necessitam realizar o controle. Porém, os 6leos nas concentragdes que
apresentaram inibicdo tanto na incidéncia como na severidade apresentaram fitotoxicidade o que
ndo ocorre com o0s agente sde biocontrole.

A discrepancia desses resultados comparados com os obtidos por
Plaza et al. (2004) pode se devido a metodologia de colheita das plantas estudadas, pois Morais
et al. (2009) apresentam os efeitos das condigfes ambientais, nutricionais, bem como do
momento de colheita do vegetal sobre a concentragcdo dos componentes dos 6leos esseciais.
patogenos de pos-colheita por 6leos esséncias O controle do bolor verde, tanto in vivo, como in
vitro, por Oleos essénciais de orégano (Origanum vulgare), Tomilho (Thymus capitatus e T.
serpyllum) e cravo-da-india (Eugenia caryophyllata) em laranja foi efetivo quando comparado
ao fungicida padrdo. Esses resultados demostram que o controle alternativo pode vir a ser uma
importante ferramenta no controle do P. digitatum minimizando o uso abusivo dos fungicidas
(MORAIS et al. 2009)

Resultados semelhantes com 0&leos essenciais foram obtidos por
Bastos e Albuguerque (2004) quando estudaram, em testes in vivo e in vitro, o efeito do dleo de
Piper aduncum (pimenta de macaco) no controle em pos-colheita de Colletotrichum musae em
banana. O controle de 100% do crescimento micelial e da germinacéo do patdgeno foi obtido na
concentracdo de 100 pg/ml.

Plaza et al. (2004), de forma semelhante, verificaram que os 6leos de
Origanum vulgare, Thymus captatus, Eugenia caryiohylatta e Cinnnamonum zeylanicum
apresentaram potencial em controle de P. digitatum e P. italicum. Entretanto, quando aplicados
diretamente sobre os frutos de laranja até a concentracdo de 50.000 ppm ndo controlaram
significativamente o bolor verde e o azul dos citros, diferindo do presente trabalho. Além disso,
diversos apresentaram problemas de fitotoxicidade.

Para o experimento da eficiéncia dos agentes de biocontrole sobre o

bolor verde em laranja, verificou-se que todos os agentes testados controlaram a incidéncia e a
severidade da doenca (Tabelas 10 e 11). Ndo foram observadas diferencas significativas entre as

aplicacGes dos agentes de biocontrole nos diferentes periodos (24 h antes e depois e
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simultaneamente a inoculacdo do patdgeno). Estes resultados sdo semelhantes aos obtidos por

Lahlali et al. (2009) quando avaliaram a eficiéncia de Pichia anomala contra o bolor azul em
magas com aplicacbes de pré- e pos-colheita. O objetivo principal do trabalho foi avaliar a
habilidade do isolado de Pichia anomala (isolado K) em colonizar a superficie da maga ndo
permitindo a instalacdo do patégeno. Para isso, o isolado foi estudado em trés cenérios
diferentes, 24 h horas antes e depois e simultaneamente a aplicacdo do patdgeno, conforme o
presente estudo. Como resultado obtido os autores verificaram que ndo houve diferencgas
significativas entre as trés condicdes e que a concentracdo de 1x10 ® UFC ml™ controlou P.
expansum em frutos de maca. Também a concentracdo do bioagente estd de acordo com 0s
resultados obtidos.

Droby et al (1997) pesquisaram o efeito da levedura Pichia
guieliermondi isolado (US-7) no controle de P.digitatum de grapefruit. A incidéncia do bolor
verde foi reduzida em de 43 a 52%. Existem diversos trabalhos utilizando leveduras in vitro, as
quais inibem o desenvolvimento de fungos de pos-colheita. Fialho et al. (2004) observaram que
a linhagem de levedura CR-1 apresentou inibicdo do crescimento micelial de G. citricarpa in
vitro.

Espécies de leveduras epifiticas isoladas de abacaxi (Cryptococcus sp.,
Cryptococcus albidus, P. guilliermondii, Rhodotorula aurantiaca e R. glutinis) inibiram o
crescimento micelial de Ceratocystis paradoxa, agente causal da podriddo negra em pos-colheita
de abacaxi em torno de 25 a 50% (REYS, 2004).

Ensaios in vitro com Metschnikowia pulcheimrrima mostraram reducao
do crescimento vegetativo de patdgenos de macas em pos-colheita em torno de 31,3 e 18,8%
para Alternaria sp. e Botrytis cinerea; e em torno de 20,8% para P. expansum e Monilia sp.
(SPADARO et al., 2002). Além disso, no mercado foi lancado o produto Shemer, a base de
Metschnikowia fructicola, para o controle de diversas doencas em pds-colheita (DROBY et al.,
2009).
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Tabela 4. Efeito de 6leos essenciais e fixos na incidéncia e severidade do bolor verde causado

por Penicillium digitatum em frutos de laranja "Péra” na dose de 1 mL.L™

Tratamentos .. .
% Incidéncia % Severidade

Preventivo Simultidneo Curativo Preventivo  Simultdneo Curativo

835bB 79,8bB 100,0bB 100,0 bB 100,0bB 100,0bB
984bB 874bB 90,0bB 100,0bB 100,0bB 100,0bB
93,2bB 84,0bB 895bB 1000bB 100,0bB 100,0bB
87,0bB 76,0bB 985bB 100,0bB 89,6bB 100,0bB
98,0bB 986bB 895bB 784bB  100,0bB 100,0bB
89,7bB 100,0bB 99,0bB  100,0bB 100,0bB 100,0bB
87,0bB 100,0bB 100,0bB  89,6bB 780bB 87,4bB
982bB 100,0bB 90,0bB  100,0bB 100,0bB 84,0bB

89,5bB 100,0bB 100,0bB 100,0bB  980bB 76,0bB
874bB 1000bB 100,0bB 982bB  100,0bB 87,4bB
79,3bB 100,0bB 89,6bB 89,5bB  100,0bB 84,0bB
98,0bB 100,0bB 100,0bB 87,9bB  100,0bB 100,0bB
89,6bB 100,0bB 98,6bB 89,3b B 100,0bB 100,0bB
88,8bB 100,0bB 100,0bB 980bB  100,0bB 100,0bB
93,8bB 100,0 hB 100,0bB 100,0bB 100,0bB 100,0bB
Testemunha inoculada 100,0bB 100,0bB 100,0bB 100,0bB 100,0bB 100,0bB
Thiabendazole (1500 pg/mL) 0,0aA 0,0aA 0,0aA 0,0aA 0,0aA 0,0aA

Cymbopogon citratus (citronela)
Pogostemom cablin (Patchouli);
Ocimum asilicumL.(manjericdo)
Ocimum gratissimum (Alfavaca Cravo)
Mentha arvensis (Menta)

Ocimum basilicum var. Maria bonita
Romarinus officinalis (Alecrim)
Lippia sidoides (Alecrim Pimenta)
Azadirachta indica (Nim)

Allium sativum (Alho)

Copaifera langsdorffii (Copaiba)
Citrus aurantifolia (Lim&o Tahiti)
Cymbopogon citratus (Capim lim&o)
Eucalyptus spp (Eucapto)

Zingiber officinale (Gengibre)

Dez frutos por tratamento; y S=(diametro médio da lesdo/altura média de todos os frutos do ensaio)x100; Leitura apds 5 dias de incubacio a 25
9C+5 e 85-90% UR. Para analise estatistica, os dados foram transformados em arc sen da raiz quadrada de x /100.* Médias seguidas de mesmas
letras na coluna e linha nao diferem entre si, ao nivel de significancia de 5%, pelo teste de Tukey.
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Tabela 5. Efeito de 0leos essenciais e fixos na incidéncia e severidade do bolor verde causado

por Penicillium digitatum em frutos de laranja “Péra” na dose de 10 mL.L™.

Tratamentos .. .
% Incidéncia % Severidade

Preventivo Simultidneo Curativo Preventivo  Simultaneo Curativo

780bB 68,7bB 984bB 98,0bB  100,0bB 100,0bB
90,0bB 89,0bB 89,4bB 89,7bB  100,0bB 100,0bB
89,5bB 76,5bB 97,3bB 87,0bB  100,0bB 88,70 B

985bB 89,7bB 984bB 98,2bB 99,7bB 100,0bB
895 bB 884bB 894bB 89,5bB 89,0bB 100,0bB
99,0bB 894bB 889bB 98,0bB  100,0bB 789bB
87,5bB 97,3bB 100,0bB  89,7bB 795bB 100,0bB
984bB 894bB 100,0bB 100,0bB 100,0bB 100,0bB
894bB 784bB 980bB 1000bB  80,0bB 985bB
97,3bB 100,0bB 89,7bB 89,5bB  100,0bB 895 bB
89,4bB 100,0bB 87,0bB 98,5bB 90,0bB  99,0bB
984bB 980bB 982bB 895 bB 1000bB 875bB
784bB 89,7bB 100,0bB 100,0bB 895 bB 984bB
89,3bB 87,0bB 100,0bB 100,0bB  98,7bB 100,0bB
784bB 1000bB 100,0bB 100,0bB 100,0bB 100,0bB
100,0bB 100,0bB 100,0bB 100,0bB 100,0bB 100,0bB
Testemunha nio inoculada 0,0aA 0,0aA 0,0aA 0,0aA 0,0aA 0,0aA

Thiabendazole (1500 pig/mL) 0,0aA 0,0aA 0,0aA 0,0aA 0,0aA 0,0aA

Cymbopogon citratus (citronela)
Pogostemom cablin (Patchouli);
Ocimum asilicumL.(manjerico)
Ocimum gratissimum (Alfavaca Cravo)
Mentha arvensis (Menta)

Ocimum basilicum var. Maria bonita
Romarinus officinalis (Alecrim)
Lippia sidoides (Alecrim Pimenta)
Azadirachta indica (Nim)

Allium sativum (Alho)

Copaifera langsdorffii (Copaiba)
Citrus aurantifolia (Lim&o Tahiti)
Cymbopogon citratus (Capim lim&o)
Eucalyptus spp (Eucapto)

Zingiber officinale (Gengibre)

Testemunha inoculada

Dez frutos por tratamento; y S=(diametro médio da lesdo/altura média de todos os frutos do ensaio)x100; Leitura apds 5 dias de incubagio a 25
9C+5 e 85-90% UR. Para analise estatistica, os dados foram transformados em arc sen da raiz quadrada de x /100.* Médias seguidas de mesmas
letras na coluna e linha ndo diferem entre si, ao nivel de significancia de 5%, pelo teste de Tukey.
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Tabela 6. Efeito de 0leos essenciais e fixos na incidéncia e severidade do bolor verde causado

por Penicillium digitatum em frutos de laranja “Péra” na dose de 100 mL.L™.

Tratamentos % Incidéncia % Severidade

Preventivo Simultdneo Curativo  Preventivo  Simultaneo Curativo
Cymbopogon citratus (citronela) 98,0bB 980bB 100,0bB 100,0bB 100,0bB 89,5bB
Pogostemom cablin (Patchouli): 89,7bB 76,0bB 100,0bB 100,0bB 100,0bB 985bB
Ocimum asilicumL.(manjericio) 870bB 879bB 100,0bB 68,7bB 100,0bB 89,5 bB
Ocimum gratissimum (Alfavaca Cravo) 980bB 865bB 100,0bB 89,0bB 100,0bB 99,0bB
Mentha arvensis (Menta) 89,7bB 895bB 982bB 76,5bB 100,0bB 875bB
Ocimum basilicum var. Maria bonita 870bB 789bB 895bB 89,7bB 100,0bB 89,5bB
Romarinus officinalis (Alecrim) 1000bB 89,6 bB 980bB 68,7bB  100,0bB 100,0bB
Lippia sidoides (Alecrim Pimenta) 97,0bB 76,5bB 89,7bB 89,0bB 100,0bB 100,0bB
Azadirachta indica (Nim) 98,8 bB 100,0bB 1000bB 100,0bB 100,0bB 100,0bB
Allium sativum (Alho) 68,7bB 100,0bB 100,0bB 100,0bB 68,7bB 100,0bB
Copaifera langsdorffii (Copaiba) 89,0bB 1000bB 895bB 100,0bB 89,0bB 100,0bB
Ciitrus aurantifolia (Liméo Tahiti) 765bB 1000bB 985bB 89,6 bB 76,5bB 100,0bB
Cymbopogon citratus (Capim liméo) 89,7bB 100,0bB 89,5 bB 76,5bB 89,7bB 100,0bB
Eucalyptus spp (Eucapto) 89,6bB 100,0bB 100,0bB 89,6 bB 68,7bB 100,0bB
Zingiber officinale (Gengibre) 100,0bB 100,0bB 100,0bB 100,0bB 89,0bB 100,0bB
Testemunha inoculada 100,0bB 100,0bB 100,0bB 100,0bB 100,0bB 100,0bB

0,0aA 0,0aA 0,0aA 0,0aA 0,0aA 0,0aA

Thiabendazole (1500 pg/mL)

Dez frutos por tratamento; y S=(diametro médio da lesdo/altura média de todos os frutos do ensaio)x100; Leitura apds 5 dias de incubagio a 25
9C+5 e 85-90% UR. Para analise estatistica, os dados foram transformados em arc sen da raiz quadrada de x /100.* Médias seguidas de mesmas

letras na coluna e linha ndo diferem entre si, ao nivel de significancia de 5%, pelo teste de Tukey.
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Tabela 7. Efeito de 0leos essenciais e fixos na incidéncia e severidade do bolor verde causado

por Penicillium digitatum em frutos de laranja “Péra” na dose de 1000 mL.L™ .

Tratamentos .. .
% Incidéncia % Severidade

Preventivo Conjunto  Curativo  Preventivo  Conjunto Curativo

79.5bB 100,0bB 100,0bB 100,0bB 100,0bB 100,0bB
100,0bB 865bB 865bB 795bB 100,0bB 100,0bB
80,0bB 895bB 895bB 100,0bB 100,0bB 100,0bB
100,0bB 789bB 789bB 80,0bB 100,0bB 89,7bB
90,0bB 89,6 hB 896 bB 100,0bB 100,0bB 87,0bB
100,0bB 865bB 865bB 90,0bB 100,0bB 100,0bB
89,5 bB 895bB 895bB 100,0bB 980bB 97,0bB
100,0bB 100,0bB 97,3bB 895 bB 89,7bB 988 bB
89,7bB 89,5 hbB 894bB 987bB 100,0bB 68,7bB
87,0bB 98,7bB 784bB 98,0bB 1000bB 89,0bB
100,0bB 98,0bB 100,0bB 89,7bB 895bB 765bB
97,0bB 89,7bB 100,0bB 87,0bB 985bB 89,7bB
988 bB 870bB 980bB 982bB 895bB 896bB
89,7bB 982bB 100,0bB 100,0bB 100,0bB 789bB
100,0bB 89,5 bhB 1000bB 90,0bB 789bB 100,0bB
Testemunha inoculada 100,0bB 100,0bB 100,0bB 100,0bB 100,0bB 100,0bB
Thiabendazole (1500 pg/mL) 0,0aA 0,0aA 0,0aA 0,0aA 0,0aA 0,0aA

Cymbopogon citratus (citronela)
Pogostemom cablin (Patchouli);
Ocimum asilicumL.(manjerico)
Ocimum gratissimum (Alfavaca Cravo)
Mentha arvensis (Menta)

Ocimum basilicum var. Maria bonita
Romarinus officinalis (Alecrim)
Lippia sidoides (Alecrim Pimenta)
Azadirachta indica (Nim)

Allium sativum (Alho)

Copaifera langsdorffii (Copaiba)
Citrus aurantifolia (Lim&o Tahiti)
Cymbopogon citratus (Capim lim&o)
Eucalyptus spp (Eucapto)

Zingiber officinale (Gengibre)

Dez frutos por tratamento; y S=(diametro médio da lesdo/altura média de todos os frutos do ensaio)x100; Leitura apds 5 dias de incubacio a 25
9C+5 e 85-90% UR. Para analise estatistica, os dados foram transformados em arc sen da raiz quadrada de x /100.* Médias seguidas de mesmas
letras na coluna e linha ndo diferem entre si, ao nivel de significancia de 5%, pelo teste de Tukey.
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Tabela 8. Efeito de 0leos essenciais e fixos na incidéncia e severidade do bolor verde causado

por Penicillium digitatum em frutos de laranja “Péra” na dose de 10.000 mL.L™.

Tratamentos % Incidéncia % Severidade

Preventivo Simultdneo Curativo  Preventivo  Simultaneo Curativo
Cymbopogon citratus (citronela) BObA 390bA 48,0bA 171bA 21,3b A 246 b A
Pogostemom cablin (Patchouli) 0,0aA 0,0aA 0,0aA 0,0aA 0,0aA 0,0aA
Ocimum asilicumL.(manjerico) 400bA  387pA  348bA B6aA  57aa 69aA
Ocimum gratissimum (Alfavaca Cravo) 0000 A 490pA  430bA 161DA 156pA  189bA
Mentha arvensis (Menta) 0,0aA 0,0aA 0,0aA 0,0aA 0,0aA 0,0aA
Ocimum basilicum var. Mariabonita ~ 200PA 370phA  380bA 683aA 59,54 72aA
Romarinus officinalis (Alecrim) 100aA  00aA 00aA 00aA 0.0aA 00aA
Lippia sidoides (Alecrim Pimenta) 200aA  00aA 0.0aA 0.0aA 0.0aA 00aA
Azadirachta indica (Nim) 350aA  78aA  96aA 28aA 7954 86aA
Allium sativum (Alho) 200aA ggoaA 128aA 283A 39,4 46aA
Copaifera langsdorffii (Copaiba) 300bA 36,0 bA 434DbA 48aA 54aA 49aA
Ciitrus aurantifolia (Limao Tahiti) 200bA  190pA  230bA 208A 404 59aA
Cymbopogon citratus (Capim limao) 30,0b A 217bA  278bA 59aA 9,3aA 57aA
Eucalyptus spp (Eucapto) 0,0aA 0,0aA 0,0aA 0,0aA 0,0aA 0,0aA
Zingiber officinale (Gengibre) 0,0aA 0,0aA 0,0aA 0,0aA 0,0aA 0,0aA
Testemunha inoculada 100,0cB 100,0cB 100,0cB 100,0cB 100,0cB 100,0cB

0,0aA 0,0aA 0,0aA 0,0aA 0,0aA 0,0aA

Thiabendazole (1500 pg/mL)

Dez frutos por tratamento; y S=(diametro médio da lesdo/altura média de todos os frutos do ensaio)x100; Leitura apds 5 dias de incubagéo a 25
9C+5 e 85-90% UR. Para analise estatistica, os dados foram transformados em arc sen da raiz quadrada de x /100.* Médias seguidas de mesmas
letras na coluna e linha ndo diferem entre si, ao nivel de significancia de 5%, pelo teste de Tukey.
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Tabela 9. Efeito de 0leos essenciais e fixos na incidéncia e severidade do bolor verde causado

por Penicillium digitatum em frutos de laranja “Péra” na dose de 100.000 mL.L™.

Tratamentos % Incidéncia % Severidade
Preventivo Simultdneo Curativo  Preventivo Simultdneo  Curativo
Cymbopogon citratus (citronela) 500bA  385bA 2740 A 115aA 126aA 143aA
Pogostemom cablin (Patchouli); 0,0aA 0,0aA 0,0aA 0,0aA 0,0aA 0,0aA
Ocimum asilicumL.(manjericao) 400bA  384bA 346bA 74 aA 8,3aA 95aA
Ocimum gratissimum (Alfavaca 50,0bA 485bA 125aA
Cravo) 335bA 139aA 95aA
Mentha arvensis (Menta) 0,0aA 0,0 aA 0,0aA 0,0aA 0,0aA 0,0aA
Ocimum basilicum var. Maria bonita 400bA  367bA 36,5bA 70bA 8,3aA 54aA
Romarinus officinalis (Alecrim) 0.0aA 00aA 0,0aA 00aA 00aA 00aA
Lippia sidoides (Alecrim Pimenta) 0.0aA 0.0aA 0.0aA 00aA 00aA 00aA
Azadirachta indica (Nim) 100bA  98aA  gupa  323A  435A  58aA
Allium sativum (Alho) 100bA 79aA 95bA 23aA 16aA 34aA
Copaifera langsdorffii (Copaiba) 400bA  384bA 392b A 43aA 43aA 58aA
Citrus aurantifolia (Limdo Tahitiy ~ 200PA  268DA 17954 258A 2834  26aA
Cymbopogon citratus (Capim liméo) 300bA  286bA 275b A 53 aA 43aA 28aA
Eucalyptus spp (Eucapto) 0,0aA 0,0aA 0,0aA 0,0aA 0,0aA 0,0aA
Zingiber officinale (Gengibre) 0,0aA 0,0aA 0,0aA 0,0aA 0,0aA 0,0aA
Testemunha inoculada 100,0cB 100,0cB 100,0cB 100,0cB 100,0cB 100,0cB
0,0aA 0,0aA 0,0 aA 0,0aA 0,0aA 0,0aA

Thiabendazole (1500 pg/mL)

Dez frutos por tratamento; y S=(diametro médio da lesdo/altura média de todos os frutos do ensaio)x100; Leitura apds 5 dias de incubagio a 25

9C+5 e 85-90% UR. Para analise estatistica, os dados foram transformados em arc sen da raiz quadrada de x /100.* Médias seguidas de mesmas
letras na coluna e linha ndo diferem entre si, ao nivel de significancia de 5%, pelo teste de Tukey.
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Tabela 10.Efeito dos agentes de biocontrole na concentracdo de 10° UFC/mL™ sobre a
severidade do bolor verde causado por Penicillium digitatum em frutos de laranja

"Péra” .
% Severidade
Tratamento Preventivo Simultanea Curativo

Bacillus subtilis (Serenade®) 0,0c 0,0c 12,3b
B. subtilis e Bacillus licheniformis

(Nemix®), 0,0c 24,2 b 0,0 c
Pichia guilliermondii (L29) 0,0c 0,0 c 0,0 c
Sporobolomyces roseus (L41) 0,0c 0,0 c 00 c
Rhodotorula mucilagenosa (L17) 0,0c 0,0 c 00 c
Sporodiobolus pararoseus 12,0b 0,0 c 20,7 b
Pichia sp (L4-1) 0,0c 0,0 c 0,0 c
Debaryomyces hansenii (L62) 0,0c 00 c 00 c
Pichia membranifaciens (L21) 0,0c 00 c 00 c
Bactéria isolada de laranja 0,0c 0,0 c 56,4 bd
Saccharomyces cerevisae 0,0c 0,0c 0,0c
Testemunha inoculada 100,0 a 100,0 a 100,0 a
Testemunha ndo inoculada 0,0c 0,0c 0,0c
Thiabendazole (1500 pg/mL) 0,0c 0,0c 12,3b

Para as andlises estatisticas os dados foram transformados para arc sen raiz x/100. Médias seguidas pela mesma
letra, maiuscula na coluna, ndo diferem estatisticamente entre si (Tukey 1%). (%Severidade = Didmetro médio das
lesBes/altura média dos frutos x 100).
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Tabela 11. Efeito dos agentes de biocontrole na concentragdo de 10®° UFC/mL™ sobre a

incidéncia do bolor verde em frutos de laranja ‘Péra’.

% Incidéncia

Tratamento Preventivo Simultanea Curativo
Bacillus subtilis (Serenade®) 0,0c 0,0c 225D
B. subtilis e Bacillus licheniformis (Nemix®), 0,0c 0,0 ¢ 0,0 c
Pichia guilliermondii (L29) 0,0c 00 c 0,0 c
Sporobolomyces roseus (L41) 0,0c 0,0 ¢ 0,0 c
Rhodotorula mucilagenosa (L17) 0,0c 0,0 ¢ 0,0 c
Sporodiobolus pararoseus 00c 00 c 0,0 c
Pichhia sp (L4-1) 0,0c 00 c 324 b
Debaryomyces hansenii (L62) 0,0c 00 c 0,0 c
Pichia membranifaciens (L21) 0,0c 00 c 0,0 c
Bacteria isolada da laranja 0,0c 0,0 ¢ 0,0 c
Saccharomyces cerevisae 0,0c 00 c 42,5d
Testemunha inoculada 100,0 a 100,0 a 100,0 a
Testemunha n&o inoculada 0,0c 00c 0,0c

Thiabendazole (1500 pg/mL) 0,0c 0,0c 0,0c
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4.4. Efeito dos produtos alternativos na inibicdo do crescimento micelial de

Penicillium digitatum in vitro

Os oOleos essenciais e fixos nas concentracbes de 10.000 ppm e
100.000 ppm inibiram o crescimento micelial de Penicillium digitatum, demonstrando que
apresentam propriedades antimicrobianas capazes controlar esse patdgeno (Figuras 7, 8 e 9)
podendo ser uma alternativa para o controle de doencas de pos-colheita em citros.Nas
concentracgdes inferiores ndo ocorreu crescimento micelial .

Shridar et al. (2003) estudaram a atividade antifingica de treze 6leos
essenciais na concentracdao de 100 ppm foi testada sobre Pyricularia oryzae, Dreschslera oryzae,
Rhyzoctonia solani, Colletotrichum lindemuthianum, Colletotrichum capsici, Macrophomina
phaseolina, Alternaria alternata, Phyllosticta sp., Pestalotia theae, Curvularia lunata, Fusarium
oxysporum, Granaria uvicola, Sclerotinia sclerotiorum, Mycoesphaerella sp., Botrytis cinerea,
Aspergillus niger, A. flavus, Penicillium sp., Rhizopus sp., Botryodiplodia theobromae,
Cercospora nicotiniana e Phoma sp. por meio da zona de inibigdo 72 horas ap0s a incubagéo. O
Oleo essencial de Cymbopogon martini inibiu totalmente o crescimento micelial de C.
lindemuthianum, A. alternata, A. niger e A. flavus. O Oleo essencial de sementes de
Tachyspermum copticum também inibiu em 100% o crescimento de A. niger e A. flavus. Esses
resultados foram superiores aos obtidos no presente trabalho, pois apenas com 10.000 e 100.00
ppm foram observadas as inibicdes consistentes

Bastos e Albuquerque (2004) verificaram que 6leo essencial de folhas de
Piper aduncum inibiu 100% do crescimento micelial e da germinacdo de conidios de
Colletotrichum musae, nas concentracGes de 150 pg/mL e 100 pg/mL do 6leo essencial de folhas
de P. aduncum, respectivamente. Nos ensaios in vivo, todos os tratamentos reduziram a
incidéncia e a severidade da doenca, quando comparadas a testemunha O resultado mais
expressivo foi observado com o dleo essencial a 1%, o qual reduziu a incidéncia e a severidade
em 100%, assim como o benomil. Os autores concluiram que o 6leo essencial de folhas de P.
aduncum apresenta potencial para uso no controle de C. musae, sendo necesséria a realizacdo de
testes em condicdes comerciais (BASTOS; ALBUQUERQUE, 2004).
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Figura 7: Inibicdo do crescimento micelial de Penicillium digitatum por 6leos essenciais e fixos.
(A) citronela; (B) Gengibre; (C) Alecrim Pimenta; (D) Menta; (E) Limao; (F) Alho; (G) Maria
bonita; (H) Alfavaca; (1) Manjericdo e (J) Thiabendazole.
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(1) Thiabendazole (1500 pg/mL); (2) Cymbopogon citratus (citronela); (3) Pogostemom cablin (patchouli); (4) Citrus
aurantifolia (liméo thaiti); (5) Ocimum asilicumL.(manjericdo);(6) Ocimum gratissimum (alfavaca cravo); (7) Mentha
arvensis (menta); (8) Eucalyptus spp (eucalipto); (9) Ocimum basilicum var. Maria bonita; (10)Romarinus officinalis
(alecrim); (11) Lippia sidoides (alecrim pimenta); (12) Cymbopogon citratus (capim limao); (13) Zingiber officinale
(gengibre); (14) Azadirachta indica (nim); (15) Allium sativum (alho); (11) Copaifera langsdorffii (copaiba).

Figura 8: Inibicdo de Crescimento micelial de Penicillium digitatum por 6leos fixos e essenciais,
nas concentracdes de (A)1 mL.L™; (B)10 mL.L™ e (C)100 mL.L™.
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(1) Thiabendazole (1500 pg/mL); (2) Cymbopogon citratus (citronela); (3) Pogostemom cablin (patchouli); (4) Citrus
aurantifolia (liméo thaiti); (5) Ocimum asilicumL.(manjericdo);(6) Ocimum gratissimum (alfavaca cravo); (7) Mentha
arvensis (menta); (8) Eucalyptus spp (eucalipto); (9) Ocimum basilicum var. Maria bonita; (10)Romarinus officinalis
(alecrim); (11) Lippia sidoides (alecrim pimenta); (12) Cymbopogon citratus (capim limdo); (13) Zingiber officinale
(gengibre); (14) Azadirachta indica (nim); (15) Allium sativum (alho); (11) Copaifera langsdorffii (copaiba).

Figura 9: Inibicdo de Crescimento micelial de Penicillium digitatum por 6leos fixos e essenciais,
nas concentracdes (D)1000 mL.L™; (E)10.000 mL.L™ e (F)100.000 mL.L™.
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Benkeblia (2004) verificou a atividade antimicrobiana de diferentes

concentracdes (50, 100, 200, 300 e 500 mL/L) de 6leo essencial extraido de trés tipos de cebola
(verde, amarela e vermelha) e de alho contra Aspergillus niger, Penicillium cyclopium e
Fusarium oxysporum. Os 6leos essenciais dessas plantas apresentaram acentuada atividade
antimicrobiana, sendo o Oleo essencial de alho com alta atividade inibitéria em todas as
concentragOes testadas e a cebola verde com a mais baixa. A. niger foi menos inibido nas
concentragdes baixas (50 e 100 mL/L) de dleo essencial de cebola verde e amarela. No entanto,
as altas concentracGes exibiram acentuada inibi¢cdo. Por outro lado, todas as concentragdes de
6leo essencial de cebola vermelha e alho apresentaram forte efeito inibitorio contra A. niger. A
sensibilidade de P. cyclopium aos 6leos essenciais de cebola e alho foram préximas aos de A.
niger, no entanto, o 6leo essencial de cebola vermelha mostrou menor efeito inibitério contra P.
cyclopium em baixas concentracdes (50 e 100 mL/L). A anélise estatistica mostrou que 50 e 100
mL/L de concentracdo de Oleo essencial de cebola verde, amarela e vermelha ndo foram
significativamente diferentes. Por outro lado, as concentragdes 200, 300 e 500 mL/L de cebola
verde, amarela e vermelha e todas as concentracGes de alho foram significativamente diferentes.
F. oxysporum apresentou a menor sensibilidade ao dleo essencial de cebola verde, amarela e
vermelha, exceto 300 e 500 mL/L de concentracdo de cebola vermelha que inibiu
significativamente o seu desenvolvimento, sendo observada diferenca significativa entre controle
Oleo essencial de alho contra F. oxysporum. No presente estudo o 6leo de alho ndo apresentou
alta inibicdo do crescimento de P. digitatum nem nas concentragdes de 10.000 e 100.00 ppm.
Portanto, pode-se considerar que a metodologia de extracdo do Oleo de alho interfere nos

resultados.

4.5 Efeito de dleos essenciais e fixos e antagonistas no controle de Guignardia citricarpa em

frutos de laranja ‘Pera’

Os ensaios com o0s agentes de biocontrole, apesar das reducdes no
namero de lesdes de G. citricarpa em até 30% em relacdo a testemunha, essas diferencas ndo
foram estatisticamente significativas (Tabela 12). Porém, mesmo com esses resultados negativos,

esse fato ndo descarta esses agentes como potenciais para o controle bioldgico em pos-colheita,
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visto que muitos deles tém mostrado ser eficientes no controle de varias doencas

(FLORIANOWICZ, 2001; JANISIEWICZ; JEFFERS, 1997).

Fialho (2004) verificou que uma linhagem de levedura CR-1 apresentou
inibicdo do crescimento micelial de G. citricarpa em testes in vitro. Toffano (2010) obteve
controle de G. citricarpa em frutos citricos com aplicacdo de volatéis produzidos por S.
cerevisae. Esses resultados demonstram a importancia de mais estudos com controle biolégico
da doenca. Entretanto, é importante considerar que o controle dessa doenca deve ser realizado
antes da colheita, pois € responsavel por grandes perdas pré-colheita e também que apenas uma
lesdo causa rechasso do lote quando da exportacao.

Como o controle in vivo ndo foi signicativo (Tabela 12), os ensaios in
vitro para explicar os mecanismos de acdo ndo foram realizados, pois um fruto de laranja com
sintoma ndo pode ser comercializado para outros paises por se tratar de um fungo quarentenario
Al.

Apesar de testados (dados ndo apresentados), nenhum dos 0leos fixos
(Allium sativum; Copaifera langsdorffii; Eucalyptus spp.; Azadirachta indica; Coffea arabica-
cru; Coffea arabica-torrado) e essenciais (Pogostemon cablin, Mentha arvensis, Cymbopogon
citratus, Ocimum basilicum var. Maria bonita, Ocimum gratissimum, Pogostemom cablin,
Romarinus officinalis, Salvia officinalis, Lippia sidoides, Zingiber officinale, Citrus aurantifolia,
Piper aduncum e Ocimum basilicum) controlaram a pinta preta nas concentragdes testadas (1, 10,
100, 1000, 10.000 e 100.000 ppm). Além disso, nas maiores concentracdes foram obseravados

levre problemas de fitotoxicidade.
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Tabela 12. Efeito dos agentes de biocontrole na evolugdo do nimero lesbes de Guignardia

citricarpa em laranja "Pera” orgénica em condi¢do de pds-colheita.

Tratamento % de aumento no nimero de lesdes
Bacillus subtilis (Serenade®) 84,8 a
B. subtilis e Bacillus licheniformis

(Nemix®), 87,7a
Pichia guilliermondii (L29) 93,8a
Sporobolomyces roseus (L41) 87,9a
Rhodotorula mucilagenosa (L17) 935a
Sporodiobolus pararoseus 75.9a
Pichia sp. (L4-1) 98,2 a
Derbaryomyces hansenii (L62) 98,4 a
Pichia membranifaciens (L21) 98,9 a
Bacteria isolada de laranja 96.7 a
Saccharomyces cerevisae 87,4 a
Testemunha inoculada 100,0 a

Para as anélises os dados foram transformados para arc sen raiz x/100. Médias seguidas pela mesma
letra, mailscula na coluna, ndo diferem estatisticamente entre (Tukey 5%). NS Nao significativo.
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4.6 Efeito dos o6leos fixos e essenciais sobre o desenvolvimento dos agentes de

biocontrole

Os 0leos essénciais e fixos testados ndo inibiram o crescimento
dos antagonistas (Figuras 10, 11 e 12). Sendo este resultado promissor para a aplicagdo conjunta
dos 6leos com os agentes de biocontrole. A concentracdo testada neste experimento foi a de
100.000 ppm. Assim, e indispensével realizar estudos com a mistura de dleos e antgonistas que
era objetivo desse estudo, porém ndo foi realizado. Estes resultados comprovam que os 6leos
podem ser utilizados cocomitantemente , com os agentes porém, estudos mais aprofundados

devem ser realizados.

Figura 10: Antibiograma dos agentes de biocontrole frente aos 6leos de (A) gengibre, (B) capim liméo,
(C) Maria bonita, (D) alfavaca, (E) citronela, (F) Alecrim, (G) Alho, (H) Manjericdo, (I) Menta e (J)

thiabendazole.
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* As legenda do grafico assim como as colunas deveram ser observadas da direita para esquerda.

Figurall: Efeito de 100.000 ppm dos 6leos fixos e essenciais sobre o desenvolvimento de Bacillus
subtilis (Serenade®), Bacillus subtilis e Bacillus licheniformis (Nemix®), Pichia guillermondii (L29),

Sporobolomyces roseus (L41) Rhodotorula mucilagenosa (L17) e Sporidiobolus pararoseus.
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M Manjericao O Alfavaca | Menta O Eucalipto

m Maria bonita | Alecrim M| Alecrim Pimenta O Capim Limao
O Gengibre OMNim O Alho O Copaiba

Figuralz: Efeito dos oleos fixos e essenciais sobre o desenvolvimento de Derbaryomyces hansenii

(L62), Pichia membranifaciens (L21), bactéria isolada de laranja, Saccharomyces cerevisae e Pichia sp (L4-1).
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4.7  Determinacgdo de compostos presentes nos 0leos fixos e essenciais por Cromatografia

em Camada delgada e bioautografia

A composigdo quimica dos 0leos essenciais é bastante complexa. S&o
constituidos principalmente por terpenos, ésteres, éteres, alcoois, fendis, aldeidos, Oxidos,
cetonas, &cidos organicos e diversos componentes detectados como elementos tracos. Os
cromatogramas dos 6leos estdo apresentados no Apendice.

Apods a realizacdo da técnica de CCD, realizou-se a bioautografia,
onde foram utilizados Pencillium digitatum e os antagonistas Bacillus subtilis (Serenade®),
Bacillus subtilis e Bacillus licheniformis (Nemix®), Pichia guilliermondii (L29),
Sporobolomyces roseus (L41), Rhodotorula mucilagenosa (L17), Sporidiobolus pararoseus,
Derbaryomyces hansenii (L62), Pichia membranifaciens (L21), bactéria isolada de laranja,
Saccharomyces cerevisae e Pichia sp. (L4-1) para observar o halo de inibi¢cdo sobre o composto
visualizado na placa de cromatografia (esterilizada na luz ultravioleta por 1 h). Através de
biomonitoramento com o do patdgeno e dos antagonistas verificou-se que a fracdo mais apolar
apresentou atividade visivel. Os 6leos aplicados na placa obtiveram os resultados aparesentados
na Tabela 9. Sendo assim, a bioautografia foi considerada um ensaio eficiente e sensivel na
determinagdo da atividade antimicrobiana, pois menos de 2,5 pug de substancia utilizada foi
suficiente para a formacdo do halo de inibicdo. Os dados apresentados ndo estabelecem a
natureza dos compostos responsaveis pela acdo antifungica, porém estudos realizados com estes
produtos demonstram que 0s mesmos sdo ricos em compostos fendlicos, substancias que podem
ser responsaveis pela acdo verificada. A bioautografia confirmou neste trabalho a sua
praticidade, visto ser uma técnica que pode ser utilizada tanto para extratos de plantas como para
substancias isoladas, principalmente por ser um ensaio simples, confiavel, eficiente e sensivel
(PINTO et al., 2002).

Os cromatogramas dos 6leos estéo apresentados nos apéndices de 1 a 10.
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Tabela 13. Resultados dos testes de bioautografia com os 0Oleo fixos e esséncias e agentes
biocontrole de que apresentaram atividade antifungica.

Oleos Microrganismo
A B C D E F G H I J K L
Citronela +++ + 4+ + + + + + + + + +
Patchouli +++ + 4+ + + + + + + + + +
Manjericao ++ o+ + + + + + + + + + +
Alfavaca +++ + 4+ + + + + + + + + +
Menta ++ o+ o+ + + + + + + + + +
Maria bonita  +++ + + + + + + + + + + +
Alecrim +++ + + + + + + + + + + +
Alecrim +++ + + + + + + + + + + +

pimenta

Nim ++ o+ 4+ + + + + + + + + +
Alho ++  + 4+ + + + + + + + + +
Copaiba +++ + o+ + + + + + + + + +
Limao Tahiti  +++ + + + + + + + + + + +
Capim limdo  +++ + + + + + + + + + + +
Eucalipto ++ o+ 4 + + + + + + + + +
Gengibre +++ + 4 + + + + + + + + +
Thiabendazole +++ + + + + + + + + + + +

(1500 pg/mL)
(-) sem atividade; (+) baixa intensidade, (+++) alta atividade.
(A) Pencillium digitatum, (B) Bacillus subtilis (Serenade®), (C) Bacillus subtilis e Bacillus
licheniformis (Nemix®), (D) Pichia guilliermondii (L29), (E) Sporobolomyces roseus (L41), (F)
Rhodotorula mucilagenosa (L17), (G) Sporidiobolus pararoseus, (H) Derbaryomyces hansenii
(L62), (I) Pichia membranifaciens (L21), (J) bactéria isolada de laranja, (K) Saccharomyces
cerevisae e (L) Pichia sp. (L4-1).
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4.9 Anélise sensorial

Andlise Sensorial € uma metodologia destinada a avaliar a aceitacdo de
produtos no mercado, pesquisando o0s gostos e preferéncias de consumidores. Com base nos
resultados é possivel medir, avaliar e interpretar a percepcao sensorial em relacdo ao produto
analisado (CHAVES; SPROESSER, 1996). Os consumidores expressam suas opinides em
cabines individuais, onde recebem o produto a ser analisado, usando metodologia cientifica
referendada internacionalmente, acompanhado de um formulario com perguntas pré-definidas
para determinacédo dos resultados.

Empregam-se diferentes métodos de avaliagdo, visando determinar o
perfil sensorial, a aceitacdo e preferéncias acerca dos produtos. Estes métodos podem ser
orientados ao controle de qualidade, ao desenvolvimento de produtos e a estudos de
consumidores (CHAVES; SPROESSER, 1996). Neste estudo, basicamente todos o0s
consumidores entrevistos ndo gostaram do aroma das laranjas tratadas com Gleos, mas nao
detectaram alteracGes nos frutos tratados com os antagonistas. Porém, ao ingerirem o suco da
laranja tratadas com oleos ndo constataram sabor diferente, 0 mesmo ocorrendo com oS
antagonistas (Tabela 14). Esse aspecto é importante, pois demonstra que 0s agentes de

biocontrole ndo interferem com as caracteristicas avaliadas na analise sensorial.



Tabela 14: Resultados da analise sensorial realizada com os degustadores.
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ATRIBUTOS OLEOS FIX0S OLEOS ANTAGONISTAS
_ ESSENCIAIS
APARENCIA
Cor amarela +++ ++ ++
Particulas +++ ++ -
Viscosidade +++ +++ -
AROMA
Laranja natural +++ +++ -
Laranja Fermentada - - -
SABOR

Laranja natural
Laranja Fermentada
Gosto acido

Gosto amargo

(-) N&o constatado; (+) pouco constatado, (+++); muito constatado

*Qleos fixos: Allium sativum; Copaifera langsdorffii; Azadirachta indica; Coffea arabica-cru;
Coffea arabica-torrado) e essenciais, Pogostemon cablin; Mentha arvensis; Cymbopogon
citratus (citronela); Ocimum basilicum var. Maria bonita; Ocimum gratissimum (Alfavaca
Cravo); Pogostemom cablin (Patchouli); Romarinus officinalis (Alecrim); Salvia officinalis
(Salvia de Marajo); Lippia sidoides (Alecrim Pimenta), Zingiber officinale (Gengibre);Citrus
aurantifolia; Piper aduncum (Pimenta de macaco);Ocimum basilicumL.(manjericdo). Agentes
de controle biologico, Bacillus subtilis (Serenade®), Bacillus subtilis (Nemix®), Pichia
guilliermondii  (L29), Sporobolomyces roseus (L41), Rhodotorula mucilagenosa (L17),
Sporidiobolus pararoseus, (7) Pichia sp. (L4-1), Debaryomyces hansenii (L62), Pichia
membranifaciens (L21), bactéria isolada de laranja.
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4.9 CONSIDERACOES FINAIS

A ocorréncia de podriddes pos-colheita em frutos de citros vem
causando perdas significativas. Os frutos de citros sdo afetados por varios patdégenos, dentre eles
Penicillium digitatum, causador do bolor verde e Guignardia citricarpa, causador da mancha
preta. Isto deprecia os frutos, provoca queda prematura dos mesmos e eleva o custo de producéo
(RAPUSSI-DA-SILVA, 2006).

O controle destes patdgenos em frutos, principalmente os destinados a
exportacdo, € feito com fungicidas sintéticos. Devido a preocupacdo com 0s riscos de
contaminacdo ambiental, intoxicacdo humana e animal, ao surgimento de isolados fangicos
resistentes aos fungicidas, e a proibicdo da utilizacdo de fungicidas em pds-colheita em alguns
mercados, havera maiores restricGes ao uso de produtos sintéticos, ndo havendo substitutos
viaveis até o momento (TOFFANO 2005; 2010). Assim, nedidas alternativas, efetivas e
economicamente viaveis de controle da mancha preta e do bolor verde devem ser
disponibilizadas de imediato.

Todos os Oleos esséncias Pogostemon cablin, Mentha arvensis,
Cymbopogon citratus, Ocimum basilicum var. Maria bonita, Romarinus officinalis, Lippia
sidoides, Zingiber officinale, Citrus aurantifolia, Piper aduncum e Ocimum basilicum e fixos

fixos de Allium sativum, Copaifera langsdorffii, Eucalyptus spp., Azadirachta indica, testados
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neste trabalhGes controlaram o bolor verde (P. digitatum), sendo as concentracdes eficientes de

10.000 ppm e 100.000 ppm. Essas concentracfes podem ser consideradas altas por causarem
problemas de fitotoxicidade e alterarem as caracteristicas sensérias dos frutos.

Mishra e Dubey (1994) verificaram que 3000 ppm do 6leo essencial
de C. citratus (capim limdo), rico em citral, inibiu o crescimento de A. flavus. Verificaram ainda
a inibicdo total do crescimento de Penicillium, Alternaria, Fusarium, Aspergillus e Botrytis na
concentracdo de 1500 ppm. Esses resultados diferem dos obtidos neste presente trabalho

Outra alternativa é a aplicacdo de agentes de controle biolégico. Os
antagonsitas testados neste trabalho (Bacillus subtilis e Bacillus licheniformis (Nemix®), Pichia
guilliermondii (L29), Sporobolomyces roseus (L41), Rhodotorula mucilagenosa (L17) e
Sporodiobolus pararoseus. Pichia spp. (L4-1), Derbaryomyces hansenii (L62), Pichia
membranifaciens (L21) e uma bactéria isolada diretamente de frutos de laranja péra) foram
eficientes no controle in vivo e in vitro do bolor verde em laranja, porém os resultados ndao foram
0S mesmos para controle de Guignardia citricarpa.

As vantagens dos antagonistas em relacdo aos 0leos observado no
presente estudo foram: auséncia de fitotoxicidade e ndo alteracdo das caracteristicas
organolépticas dos frutos, Associado a isso sdo microrganismos de facil multiplicacdo e
formulacédo e ainda ndo deixam residuos. Portanto, sugere-se que os estudos sejam continuados

com esse bioagentes de controle de Penicillium digitatum.
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5 CONCLUSOES

Os oOleos essenciais de Pogostemon cablin, Mentha arvensis, Cymbopogon citratus,
Ocimum basilicum var. Maria bonita, Rosmarinus officinalis, Lippia sidoides, Zingiber
officinale, Citrus aurantifolia, Piper aduncum e Ocimum basilicum e os Gleos fixos de
Allium sativum, Copaifera langsdorffi, Eucalyptus spp.e Azadirachta indica nas
concentracdes de 10.000 ppm e 100.000 ppm foram eficientes em contralar o bolor verde da
laranja, causado por P. digitatum e na inibicdo da germinacédo e do crescimento micelial do

fungo.

Os agentes de biocontrole Bacillus subtilis e Bacillus licheniformis (Nemix®), Pichia
guilliermondii (L29), Sporobolomyces roseus (L41), Rhodotorula mucilagenosa (L17) e
Sporodiobolus pararoseus. Pichia spp. (L4-1), Derbaryomyces hansenii (L62), Pichia
membranifaciens (L21) e uma bactéria isolada diretamente de frutos de laranja péra. na
concentracdo de 10° controlaram eficientemente o bolor verde da laranja, causado por P.

digitatum e inibiram a germinacao e o crescimento micelial do patdgeno.

N&o foram verificadas diferencas significativas entre as aplicacGes dos 6leos e dos agentes

de biocontrole preventiva, curativa ou simultdneamente a inoculacédo do patégeno.
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Todos os Oleos esséncias testados ndo interferiram no crescimento dos agentes de

biocontrole testados.

Os 0Oleos alteraram as caracteristicas analisadas nos estudos de analise sensorial. Por outo

lado, ndo foram detectados problemas com os agentes de biocontrole.

Os 6Gleos causaram fitotoxicidade nas concentracdes que foram eficientes no controle de
P. digitatum.
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ANEXOS

Anexo 01. Composicdo quimica de Ocimum basilicum var. Maria bonita

Picos Iindice de KOVATS % da Substancia Sustancia Provavel
1 930 0,84 Alfa pineno (939)
2 947 0,40 Alfa-fencheno (951)
3 969 0,98 Sabineno (976)
4 975 1,32 Beta-pineno (980)
5 985 1,48 Mirceno (991)
6 1021 0,32 Para-cimeno (1022)
7 1026 2,63 Limoneno (1031)
8 1029 12,06 1,8 cineol (1033)
9 1054 0,50 Gama -Terpineno (1062)
10 1099 63,59 Linalol (1098)
11 1144 1,06 Canfora (1143)
12 1192 0,66 Alfa terpineol (1189)
13 1195 1,25 Metil chavicol (1195)
14 1234 0,31 Ni
15 1247 5,84 Trans-sabineno hidrato (1253)
16 1374 1,71 Acetato de nerila (1365)
17 1385 0,37 Ni
18 1429 2,84 Alfa bergamoteno (1436)
19 1479 0,60 Gama —muruleno (1477)
20 1508 0,77 Guaieno (1500)

21 1603 0,48 Alfa cadinol (1640)




Anexo 02. Composicao quimica do 6leo essencial de Gengibre (Zingiber officinalis)

Picos Indice de KOVATS 9% da Substancia Sustancia Provavel
1 930,0 tracos Alfa-tujeno (931)
2 946, 9,9% Canfeno (991)
3 979 tracos Deceno (991)
4 985 2,9% Mirceno (991)
5 1025 2,3% Limoneno (1031)
6 1027 8,9% Beta-felandreno (1033)
7 1029 7,1% 1,8 cineol (1033)
8 1033 - Ni
9 1192 1,4% Alfa-terpineol (1189)
10 1234 14,4% Neral (1240)
11 1263 25,3% Geranial (1270)
12 1289 - Ni
13 1476 2,5% Curcumeno (1483)
14 1490 7,8% Alfa — zingibereno (1495)
15 1500 3,1% Alfa farneseno (1508)
16 1503 1,3% Beta bisaboleno (1509)
17 1519 3,0% Beta sesquifelandreno (1524)
18 1556 1,0% Nerolidol (1564)

Anexo 03 - Composicdo quimica do 6leo essencial de Manjericdo (Ocimum basilicum).

Picos  Indice de KOVATS % da Substancia Sustancia Provavel
1 933,333 1,31 alfa-pineno (939)
2 950,106 1,19 Alfa-fencheno (951)
3 972,669 1,25 Sabineno (976)
4 978,990 2,13 Beta-Pineno (980)
5 989,089 1,30 Mirceno (991)
6 1029,128 2,44 Limoneno (1031)
7 1032,631 26,08 1,8-Cineol (1033)
8 1089,860 2,12 Fenchona (1087)
9 1101,145 40,04 Linalol (1098)
10 1147,515 13,56 Canfora (1143)
11 1195,741 1,37 Alfa-terpineol (1189)
12 1418,319 2,24 Trans-cariofileno (1418)
13 1432,492 1,65 Trans alfa bergamoteno (1436)
14 1479,667 3,33 Germacreno D.
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Anexo 04. Composicao quimica do 6leo essencial de Citronela (Cymbopogon citratus).

Picos indice de % da Substancia provével
KOVATS Substancia

1 1029,392 5,20 Limoneno (1031)
hidrato de Trans-sabineno

2 1101,099 0,73 (1097)

3 1152,462 57,88 Citronelal (1153)

4 1227,178 3,88 Citronelol (1228)

5 1250,607 7,34 Geraniol (1255)

6 1267,814 0,85 Geranial (1270)

7 1350,335 5,19 Citronelil Acetato (1254)

8 1378,718 4,24 Geranil Acetato (1383)

9 1389,214 4,06 Beta-Elemeno (1391)

10 1474,039 0,64 Gama-Muuroleno (1477)

11 1480,199 3,56 Germacreno D(1480)

12 1497,568 1,03 Ni

13 1512,394 1,02 Gamma Candineno(1513)

14 1517,584 3,52 Delta Candineno (1524)

15 1993,374 0,86 Ni
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Anexo 05. Composicdo quimica do 6leo essencial de Alecrim Pimenta (Lippia sidoides)

Picos indice de KOVATS 9% da Substancia Sustancia Provavel
1 923,376 2,79 Alfa-tujeno (931)
2 931,144 1,20 Alfa-pineno (939)
3 976,342 0,64 Sabineno (976)
4 986,582 8,57 Beta-Pineno (980)
5 1008,085 0,36 Alfa-felandreno (1005)
6 1015,486 3,08 Alfa-terpineno (1018)
7 1022,728 20,65 Para-Cimeno (1026)
8 1026,969 1,39 Limoneno (1031)
9 1030,445 1,14 1,8-Cineol (1033)
10 1032,262 0,37 Cis-ocimeno (1040)
11 1042,613 0,62 Trans-ocimeno (1050)
12 1055,175 8,65 Gama-Terpineno (1062)
13 1088,412 0,55 Ni
14 1098,314 0,68 Linalol (1098)
15 1139,524 0,89 Ni
16 1167,003 0,66 Ni
17 1178,452 1,36 terpin-4-ol (1177)
18 1226,826 1,98 Metil éter timol (1235)
19 1287,911 20,49 Para-Cimen-7-ol (1287)
20 1342,117 0,39 Ni
21 1372,398 0,87 Alfa-copaeno (1376)
22 1415,933 18,46 Gama-cariofileno (1404)
23 1429,898 0,34 Thujopseno (1429)
24 1434,298 1,08 Beta-gurjeno (1432)
25 1451,482 0,80 Alfa-humuleno (1454)
26 1486,637 0,87 Beta-Selineno (1485)
27 1491,223 0,40 Ni
28 1504,341 0,43 Beta-bisaboleno (1509)
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Anexo 06. Composicdo quimica do 6leo essencial de Ocimum gratissimum (Alfavaca Cravo).

Picos  Indice de KOVATS 9% da Substancia Sustancia Provavel
1 931,142 1,31 alfa-pineno (939)
2 970,212 1,04 Sabineno (976)
3 976,475 2,59 Beta-Pineno (980)
4 986,582 1,05 Mirceno (991)
5 1027,132 0,64 Limoneno (1031)
6 1030,526 28,57 1,8-Cineol (1033)
7 1032,184 4,25 Cis-ocimeno (1040)
8 1098,316 1,08 Linalol (1098)
9 1193,245 0,70 Alfa-terpineol (1189)
10 1348,437 31,70 Eugenol (1356)
11 1415,616 7,87 Trans - cariofilleno (1418)
12 1449,115 0,77 Alfa-humuleno (1454)
13 1469,052 0,69 Ni
14 1475,649 3,13 Germacreno D(1480)
15 1479,772 0,61 ni
16 1484,016 9,52 Beta-Selineno (1485)
17 1491,147 3,53 Alfa-Selineno (1494)
18 1514,286 0,94 Delta Candinene(1524)
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Anexo 07. Composicao quimica do 6leo essencial de Pogostemom cablin (Patchouli)

Picos indice de KOVATS % da Substancia Sustancia Provavel
1 1093,45 0,18 Ni
2 1032,710 0,20 Ni
3 1383,832 2,11 Beta-Patchoulene (1380)
4 1388,879 1,16 Beta-elemeno (1390)
5 1413,826 0,74 Alfa — cedreno (1409)
6 1418,597 4,77 trans-cariofileno (1418)
7 1434,877 18,80 Alfa-Guaieno (1439)
8 1447777 7,94 Gama-Patchouleno (1441)
9 1454,493 0,78 Alfa-Humuleno (1454)
10 1459,958 5,75 Alfa-Patchouleno (1456)
11 1462,946 1,75 Seicheleno (1460)
12 1466,651 1,69 Allo — aromadendreno (1460)
13 1474,456 0,48 Gama-Gurjuneno (1473)
14 1487,911 0,27 Beta-Selineno (1485)
15 1494,627 3,76 Alfa-Selineno(1494)
16 1497,638 0,81 Germacreno — A (1503)
17 1500,703 23,71 Alfa-Bulneseno (1505)
18 1504,827 0,34 Ni
19 1561,533 0,30 Germacreno B (1556)
20 1568,955 0,29 Ni
21 1580,136 0,30 Ni
22 1656,384 0,49 Ni
23 1669,583 23,37 Patchoulol(1659)




103

Anexo 08 - Composigdo quimica do 6leo essencial de Capim Limao (Cymbopogon citratus)

Picos indice de KOVATS % da Substancia Sustancia Provavel
1 905,155 0,57 Ni
2 944,774 0,33 Ni
3 985,134 1,10 Octanona (986)
4 989,654 23,34 Mirceno (991)
5 1020,200 0,33 Ni
6 1029,207 0,57 1,8-Cineol (1033)
7 1034,659 0,70 Cis-Beta ocimeno (1031)
8 1180,627 1,26 Mentol (1188)
9 1238,650 27,54 Neral (1240)
10 1268,432 43,49 Geranial (1270)
11 1293,602 0,38 Hidréxido de citronelal (1285)
12 1947,347 0,39 Cembreno A (1942)




Anexo 09. Composicao quimica do 6leo essencial de limédo Tahiti (C. latifélia Tanaka).

Picos indice de KOVATS 9% da Substancia Sustancia Provavel
1 931 2,14 A-tujeno
2 939 0,54 A-pineno
3 976 1,60 Sabineno
4 980 8,68 B-pineno
5 991 2,58 Mirceno
6 1018 1,04 a-terpineno
7 1031 44,93 Limoneno
8 1033 6,0 1,8-cineol
9 1062 9,79 y-terpineno
10 1088 0,72 Terpinoleno
11 1098 1,11 Linalol
12 1177 1,39 terpine-4-ol
13 1189 2,18 a- terpineol
14 1198 0,64 metil-chavicol
15 1240 5,33 Neral
16 1270 7,90 Geranial
17 1365 0,96 acetato de neril
18 - 0,78 nao identificado
19 1436 0,58 trans-a-bergamoteno
20 1509 1,10 [-bisaboleno
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