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CONTROLE EM POS-COLHEITA DE BOLOR VERDE EM LARANJA PERA COM
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RESUMO

O bolor verde, causado por Penicillium digitatum, é a principal doenca em pds-colheita dos
citros, responsavel por grandes perdas no transporte, armazenamento e comercializag&o.
Devido as exigéncias do mercado consumidor por alimentos sem a presenca de residuos de
agrotoxicos, ha necessidade de desenvolver tecnologias para atender a essa demanda. Assim,
o trabalho teve como objetivo avaliar o controle do bolor verde, em laranjas Péra, com
agentes de biocontrole (Bacillus subtilis, Bacillus licheniformis e Sporidiobolus pararoseus),
associados ou ndo ao tratamento térmico. Os frutos submetidos a esses tratamentos foram
armazenados, por 28 dias, em temperatura de 10 °C e UR 90%z=5 ou por oito dias a 20 °C e
UR 90%z5. As avaliacGes foram iniciadas quatro dias apds a inoculacdo do patégeno, pela
medicdo do didmetro das lesGes nos pontos de inoculacdo do patdgeno. As medicbes foram
realizadas diariamente, por sete dias, quando os frutos foram armazenados a 10 °C, ou por
cinco dias quando armazenados a 20 °C. Apos a avaliagdo foi calculada a &rea abaixo da curva
de progresso da doenca (AACPD) e com esses dados realizadas as analises estatisticas para
comparacdo de médias. As analises de qualidade dos frutos (acidez titulavel, solidos soluveis,
ratio, rendimento de suco, firmeza da polpa, coloracdo da casca e perda de peso), além da
incidéncia natural de doengas em pos-colheita dos frutos armazenados a 10° C, foram
avaliadas apds 14 e 28 dias. De um modo geral, o tratamento térmico reduziu a AACPD nos
frutos. Por outro lado, os agentes de biocontrole ndo controlaram a doenca, mostrando que 0s

organismos testados ndo apresentaram atividade curativa contra o bolor verde. O tratamento



térmico também reduziu a incidéncia natural de doencas em pos-colheita de laranja Péra, em
um dos ensaios. De maneira geral, 0os agentes de biocontrole e o tratamento térmico ndo
alteraram a qualidade dos frutos.

Palavras-chaves: Bolor verde; controle biolégico; controle fisico, citros.



POSTHARVEST CONTROL OF GREEN MOLD IN PERA ORANGE WITH
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SUMARY

The green mold, caused by Penicillium digitatum, is the main disease in postharvest of citrus,
responsible for major losses during transportation, storage and marketing. Due to the demands
of the consumer market for food without the presence of pesticide residues, there is A need to
develop technologies to meet this demand. Thus, the study focused on evaluating the control
of green mold in Péra oranges with biocontrol agents (Bacillus subtilis, Bacillus licheniformis
and Sporidiobolus pararoseus), associated or not with heat treatment. Fruits submitted to
these treatments were stored for twenty eight days at temperature of 10 °C and RH 90%z=5 or
for eight day at 20 °C and 90%x=5. Assessments were initiated four days after pathogen
inoculation, by measuring the diameter of the lesions in sections of pathogen inoculation.
Measurements were performed daily, for seven days, when fruits were stored at 10 °C, or five
days when stored at 20 °C. After the assessment, the area under the disease progress curve
(AUDPC) was calculated and, with these data, statistical analyzes to means comparison were
performed. The analysis of fruit quality (acidity, soluble solids, ratio, juice, pulp firmness,
peel color and weight loss), besides the natural incidence of disease in postharvest fruit stored
at 10 °C, were assessed after fourteen and twenty eight days. In general, the heat treatment
reduced the AUDPC in the fruit. In general, biocontrol agents did not control the disease,
showing that the organisms tested did not present curative activity against the green mold.

The heat treatment also reduced the incidence of natural postharvest disease in Péra oranges,



in one trial. In general, the biocontrol agents and heat treatment did not change the fruit

quality.

Keywords: Green mold; biological control; physical control; citrus.



1. INTRODUCAO

A laranja é uma importante cultura para o Brasil, principalmente para o
estado de S&o Paulo, maior produtor do pais, sendo que parte da producdo é destinada ao
consumo in natura. Durante todas as fases de cultivo, até a chegada do fruto ao consumidor,
diversas doengas podem causar perdas. Em especial, as doencas em pds-colheita sdo
responsaveis por perdas durante o transporte, beneficiamento e armazenamento. Essas perdas
devem ser evitadas ao maximo, pois foram vencidos todos os desafios de produg&o.

Doencas em pos-colheita podem provocar até 50% de perdas
(LADANIYA, 2008), além de reduzirem a quantidade de frutos comerciaveis, afetam a
qualidade dos frutos. Os bolores sdo as principais doencgas de pos-colheita dos citros, em
particular o bolor verde, causado por Penicillium digitatum que é um frequente patdgeno de
pos-colheita de citros no Brasil (FEICHTENBERGER et al., 2005) e considerado o principal
patdégeno em pos-colheita de citros (LARANJEIRA et al., 2005). O patogeno inicia a infeccéo
por meio de ferimentos dos frutos e rapidamente causa sintomas de podriddo mole, destruindo
o fruto em poucos dias.

O controle do bolor verde é basicamente realizado pela utilizacdo de
fungicidas, porém a exigéncia dos consumidores por produtos livres de residuos de pesticidas,
aliada a ocorréncia de resisténcia de P. digitatum aos fungicidas recomendados, estimula o
desenvolvimento de outros métodos de controle da doenca.



Dentre as alternativas, pode-se lancar mdo de métodos fisicos, como o
tratamento térmico, e métodos biolégicos. No entanto, para aumentar a eficiéncia de ambos 0s
métodos de controle, é possivel a aplicacdo da associacdo de métodos de controle. Como
exemplo, a integracdo do tratamento com agua quente e agentes de biocontrole.

O emprego do tratamento térmico em pds-colheita, ndo necessita de
produtos quimicos, pode inibir diretamente o patdgeno ou mesmo ativar a resisténcia dos
frutos. Por sua vez, os agentes de biocontrole podem ser eficientes no controle de doengas em
pos-colheita, por serem inseridos em condi¢cbes controladas que favorecem seu
desenvolvimento e ocupacdo dos sitios de infeccdo. Em especial, o género Bacillus leva
vantagem por formar enddsporos que favorecem sua sobrevivéncia, além de facilitar a
manipulagdo, formulacdo, bem como suportar relativamente longos periodos de
armazenamento mantendo sua eficiéncia. Estas sdo caracteristicas desejaveis para agentes de
biocontrole. Ambos os métodos, se eficientes, permitem alcancar o desejado zero de residuos
nos alimentos.

O objetivo do estudo foi analisar os efeitos da associacdo de
tratamento fisico (tratamento térmico por imersdo em agua quente) e biolégico, com Bacillus
subtilis, Bacillus licheniformis e Sporidiobolus pararoseus, no controle de P. digitatum em

frutos de laranja Péra, bem como na qualidade dos frutos.



2. REVISAO DE LITERATURA

A producdo de laranja no Brasil, na safra 2011, foi estimada em
19.707.602 toneladas, em aproximadamente 780.384 ha cultivados (BRASIL, 2011). Diversas
doencas podem comprometer a produtividade em varias fases da cultura. Especificamente,
doencas em pos-colheita reduzem a quantidade de frutos comercializdveis bem como a
qualidade (AGRIOS, 2005). As doengas em pos-colheita dos citros podem provocar,
aproximadamente, 50% de perdas (LADANIYA, 2008).

Em pds-colheita de citros, os bolores sdo as mais importantes doencas
e podem ser causados por trés espécies do género Penicillium. Esses fitopatdgenos causam
danos, tanto nos frutos em pomares (final da maturacdo), quanto em pds-colheita
(FEICHTENBERGER et al., 2005). No ultimo caso, ocorrem 0s principais problemas,
atingindo até 90% de podriddes no transporte, armazenamento e mercado (AGRIOS, 2005).

Dentre as espécies de Penicillium causadoras de bolores em frutos
citricos, P. digitatum (bolor verde) é a mais frequente nas regides produtoras do Brasil
(FEICHTENBERGER et al., 2005), e considerada a principal doenca em po6s-colheita de citros
(LARANJEIRA et al., 2005). Em frutos citricos das cultivares de laranja Péra, Lima e tangor
Murcott, o bolor verde foi a doenga mais comum na CEAGESP (FISCHER, LOURENCO e
AMORIM, 2008) e em diferentes fases de beneficiamento em “packinghouse” (FISCHER et
al., 2007).



Fischer, Lourenco e Amorim (2008) também quantificaram isolados
fungicos no ambiente atacadista de Sdo Paulo, observando que a maior parte (64,1%) pertence
ao género Penicillium, dos quais 13,4% pertencentes a P. digitatum.

O processo infeccioso do patdgeno da-se pela enorme quantidade de
esporos que produz, principalmente em “packinghouse”. A porta de entrada do patégeno sao
os ferimentos dos frutos (LARANJEIRA et al., 2005). A disseminagdo também pode ocorrer
pelo contato de frutos infectados com frutos sadios (BARMORE e BROWN, 1982). A
maxima germinacdo de esporos e crescimento de P. digitatum, em meio &gar, soro de laranja
(OSA), ocorre a 25 °C e atividade de agua a 0,995. No entanto, esporos sdo capazes de
germinar e crescer em temperaturas de 4 a 30 °C (PLAZA et al., 2003).

Compostos volateis liberados pela casca de frutos citricos lesionados
estimulam a germinacdo de esporos e o0 crescimento do tubo germinativo de P. digitatum. Os
principais compostos estimuladores sdo limoneno (principal), mirceno, a-pineno e B-pineno
(DROBY et al., 2008; DROBY et al., 2010). Estes monoterpenos, em especial o limoneno,
agem como sinalizadores no reconhecimento do hospedeiro por P. digitatum e P. italicum
(DROBY et al., 2008).

A reducdo do pH em lesdes influéncia na patogenicidade de
Penicillium spp.. Esse patogeno, causando bolor em laranja cultivar Naval, reduz o pH dos
frutos. Observa-se acimulo de acido citrico e gluconico em frutos com sintomas de bolor,
supostamente responsaveis pela reducdo do pH. P. expansum e P. digitatum, em meio de
cultura, produziram acido citrico e reduziram o pH do meio, mas ndo produziram &cido
gluconico (PRUSKY et al., 2004).

Prusky et al. (2004) sugerem que a reducdo do pH em frutos por
Penicillium spp. possibilita 0 aumento da patogenicidade, por meio da ativacdo de genes
especificos, como o pepgl que codifica a enzima endopolygalacturonase (acumulo em pH
entre 3,5 e 5,0). Porém, Macarisin et al. (2007) e Droby et al. (2010) afirmam que apenas a
reducdo do pH ndo aumenta a viruléncia do fitopatdgeno, mas sim quando associada com a
supressdo de H,0,. Os acidos oxalico, citrico e ascérbico diminuem o pH e suprimem a
producéo de H,O, em citros, aumentando a patogenicidade de P. digitatum e P. expansum (n&o
patogénico ao hospedeiro). No entanto, o tampdo KCI-HCI apenas reduziu o pH, estimulou a

producéo de H,O, e ndo reduziu a patogenicidade.



Assim, P. digitatum é capaz de suprimir as reacfes oxidativas em
frutos citricos em estadios iniciais do desenvolvimento da infecgdo e comprometer a defesa
dos frutos (MACARISIN et al., 2007; DROBY et al., 2010).

Os agentes causais dos bolores produzem enzimas degradadoras da
lamela média do hospedeiro, causando podridées moles (FEICHTENBERGER et al., 2005).
No caso de P. digitatum, o sintoma de podriddo mole rapidamente aumenta de tamanho e
inicia a formacdo de micelio branco sobre as lesdes. Seguidamente produz esporos de
coloracgdo verdes (LARANJEIRA et al., 2005).

2.1. Controle de Penicillium digitatum em pds-colheita

Para o controle de Penicillium spp. em pds-colheita de citros,
normalmente, langa-se mao de fungicidas, que prolongam o armazenamento dos frutos e
reduzem o desenvolvimento do patégeno (TORRES et al., 2008). O tratamento de laranjas
Salustiana com azoxystrobin, fludioxinil ou pyrimethanil controlou medianamente o bolor
verde. Quando os frutos foram tratados com imazalil ou a mistura de imazalil com um dos trés
fungicidas o controle aumentou consideravelmente. A aplicacdo de meia dose de imazalil ou
imazalil com um dos trés fungicidas associados ao tratamento térmico a 50 °C (30 ou 60
segundos) aumentou o controle (SCHIRRA et al., 2010).

Em teste in vitro, o fungicida tiabendazol (420 mg kg™ e 840 mg kg™)
inibiu em 100% P. digitatum. Os fungicidas pyrimethanil e trifloxystrobin apresentaram mais
de 80% de inibicdo, enquanto que o tratamento com bicarbonato de sddio inibiu apenas 2,6%
(NIETO-ANGEL, AGUILAR-PEREZ e LARA-VIVEROQS, 2009).

O amplo uso de fungicidas, continuo e em alguns casos desordenados,
gera residuos nos frutos e permite a selecdo de isolados resistentes (TORRES et al., 2008). Na
Califérnia, onde grande parte das estirpes de P. digitatum, obtidos em “packinghouse”, foi
resistente a imazalil, tiabendazol e ortofenilfenato de sodio, ainda houve resisténcia simultanea
a dois ou trés fungicidas (KINAY et al., 2007). De 26 isolados de P. digitatum, coletados do
campo e “packinghouse” no Uruguai, 50% esporularam limdes tratados com 1.500 mg L™ de
imazalil. Todos os isolados que esporularam foram originados de “packinghouse”, sendo que
81% dos isolados foram resistentes (PEREZ et al., 2011).
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Na Califérnia, segundo Kinay et al. (2007), ndo foram encontrados
isolados resistentes a imazalil, tiabendazol e ortofenilfenato de s6dio no campo, onde estes
fungicidas ndo sdo utilizados. Porém, foi encontrada resisténcia a pirimetanil, sendo provével
0 desenvolvimento de resisténcia em tratamento no “packinghouse” para este produto.

Os isolados resistentes a fungicidas normalmente apresentam
crescimento mais lento e menor capacidade competitiva, quando comparado aos sensiveis.
Porém, alguns isolados mostram persisténcia por longos periodos, indicando que no futuro
poderd ocorrer selecdo da capacidade adaptativa, competitiva e persisténcia da resisténcia
(KINAY et al., 2007).

Uma estratégia para resolver esses problemas é a integracdo de
produtos bioldgicos e quimicos para reduzir a ampla aplicagdo de fungicidas (LUCON et al.,
2010). A combinacdo de antagonistas e fungicidas sintéticos proporciona uma protecao
integrada e com menores riscos de desenvolvimento de resisténcia a fungicidas (ARRAS,
SCHERM e MIGHELLI, 2002).

A integracdo de Pichia guilliermondii (5A) com baixas doses de
thiabendazole ou imazalil, reduziu as podriddes em pds-colheita de citros, em especial a
causada por P. digitatum (ARRAS, SCHERM e MIGHELI, 2002). Ainda, podem ser
integrados métodos fisicos ao quimico, como o tratamento com agua quente (56 °C por 2 min.)
e baixas doses de imazalil (500 mg kg™) que controlam P. digitatum (PUAWONGPHAT,
NIAMJANG e SANGCHOTE, 2008).

O tratamento térmico, antes do armazenamento, € uma alternativa para
o controle de poés-colheita de frutos. Esse método ndo necessita de produtos quimicos, inibe
diretamente o crescimento do fitopatdgeno e ativa 0s mecanismos de resisténcia do fruto (EL-
GHAOUTH et al., 2002).

Conidios de P. digitatum tem menor viabilidade em temperaturas altas
com elevada umidade relativa. Conidios submetidos a, aproximadamente, cinco horas em
temperaturas de 50 °C e UR de 95% apresentaram 99% de mortalidade para isolados
resistentes ou sensiveis a fungicidas. Assim, o tratamento de algumas areas de “packinghouse”
pela desinfestacdo térmica de 1 a 2 dias, a 50 °C em UR de 75% seria uma adequada medida
de sanitizagcdo (SMILANICK e MANSOUR, 2007).
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O controle de P. digitatum com imersdo em agua quente varia com a
temperatura e 0 tempo do tratamento. Conforme observado em frutas mandora (Citrus
reticulata x Citrus sinensis), onde a combinagdo com maior temperatura e tempo de exposicao
reduziu a incidéncia da doenca (temperaturas de 56, 59, 62 e 65 °C por 1, 2 e 3 minutos). Os
tratamentos promoveram acdo fungistatica, pois com o passar do tempo de armazenamento
ocorreu 0 aumento da incidéncia da doenca (KYRIACOU, 2011). O tratamento térmico (56,
59 e 60 °C), por lavagem répida (20 segundos), com simultanea escovagdo de toranjas Star
Ruby, reduziu a incidéncia de P. digitatum em mais de 80%. Nesses tratamentos os frutos
foram desinfestados, ainda a cera epicuticular é redistribuida selando rachaduras que sdo
portas de entrada para o patdgeno (PORAT et al., 2000a).

O controle de P. digitatum e P. italicum em tangerinas foi obtido por
até sete dias ap0s a inoculag¢do, com o tratamento de cura (temperatura de 33 °C por 65 h ou 40
°C por 24 h) associado com o desverdeamento (5-10 pL mL™ de etileno). O controle foi
atingido em tangerinas colhidas precoce ou tardiamente. No tratamento de 40 °C por 24 h na
colheita tardia, também controlou Geotrichum candidum (PLAZA et al., 2004a).

Produtos biocompativeis também podem ser usados no controle de P.
digitatum, entre eles: bicarbonato de sddio, &cido bérico, carbonato de sédio metabissulfito de
sodio e as misturas de carbonato de sodio + acido borico, bicarbonato de sédio + &cido borico,
carbonato de sdédio + carbonato de potassio, carbonato de sédio + sorbato de potéssio e
bicarbonato de sddio + carbonato de sédio (FRANCO e BETTIOL, 2002).

Em laranjas feridas e inoculadas com P. digitatum e P. italicum, os
6leos essenciais de cinamomo e timo (50 ml L™) reduziram a doenca. Os 6leos de tomilho e
orégano, quando misturados na cera, ndo exerceram efeito no controle dos bolores, além do

timo causar danos nos frutos nos niveis requeridos para controle (PLAZA et al., 2004b).

2.2. Controle biolégico em pds-colheita

O emprego de agentes de biocontrole no manejo de doencas em pos-
colheita demonstra ser o método mais apropriado para substituir os produtos quimicos
(SHARMA, SINGH e SINGH, 2009). Por exemplo, Candida sake (CPA-1) reduziu o

desenvolvimento e lesbes causadas por Botrytis cinerea, Penicillium expansum e Rhizopus
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nigricans em frutos de magd. O antagonista reduziu o tamanho das lesdes tanto em baixa
temperatura como em temperatura ambiente (VINAS et al., 1998). O mesmo isolado reduziu
lesGes de P. expansum em maca em sete condicOes de atmosfera controlada em temperatura de
1 °C. Maior reducdo ocorreu em atmosfera de 3% de O, e 6% de CO, (USALL et al., 2000).
Possivelmente, 0 mecanismo de aco é por competicdo de nutriente e espaco (VINAS et al.,
1998). Candida famata (F35) controla o bolor verde, competindo por espaco e nutrientes e
produzindo enzimas liticas (ARRAS, 1996).

A populacdo do antagonista no fruto é relevante no controle biologico.
Lucon et al. (2010) enfatiza que, para a eficiéncia do controle biologico, é importante o
antagonista colonizar a superficie do fruto e persistir nele. Segundo Touré et al. (2004), a
aplicacdo de endosporos de Bacillus subtilis (GA1), em lesGes de frutos de macé 24 h antes da
inoculacdo com fitopatégeno, deve ser 200 vezes maior que o numero de conidios de Botrytis
cinerea para reduzir a doenca.

A aplicacdo de Pantoea agglomerans (CPA-2) a 4 x 10’ ou 2 x 10°
UFC mL™, em laranja Valencia, com ferimentos, ndo diferenciaram no controle de P.
digitatum e P. italicum (1 x 10° conidios mL™). Porém, a maior concentracdo do antagonista
exerceu maior controle quando a concentracdo dos fitopatégenos inoculados foi de 1 x 10°
conidios mL™. P. agglomerans cresceu e ocupou ferimentos de laranja tanto a 20 °C como em
3 °C (TEIXIDO et al., 2001). A populacdo de C. sake (CPA-1) aumentou rapidamente nos
primeiros dias apds a inoculacdo, tanto em armazenamento a 20 ° como a 1 °C, diminuindo
lentamente com o tempo. Apds 150 dias a 1 °C, a populagdo foi 2,6 vezes maior que a
populacéo inicial. A hipdtese é que o microrganismo proteja os frutos de maca por competicdo
de nutriente e espaco (VINAS et al., 1998).

O melhor controle de P. expansum por Pichia anomala (K), foi quando
a populacdo do antagonista na superficie de maca atingiu 1 x 10* UFC cm™, resultante da
aplicacdo de uma suspenséo na ordem de 1 x 108 UFC mL™. A maior umidade na superficie
do fruto influéncia a populagdo da levedura, melhorando o crescimento da levedura e
favorecendo o controle de P. expansum (LAHLALI et al., 2009).

Apoés inoculagdo com P. digitatum, limdes foram tratados com o
antagonista P. agglomerans (CPA-2), o qual reduziu a infecgédo dos frutos em mais de 80%. O

antagonista (2 x 10° UFC mL™) controlou a doenca, quando aplicado até 15 h apds a
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inoculacdo do fitopatégeno (10° conidios mL™), em frutos armazenados a 20 °C por sete dias
ou a 10 °C por 3 semanas. Maior controle foi obtido quando tratado 6 h antes da inoculagéo do
fitopatdgeno. Quando os frutos foram inoculados com a menor concentragdo de P. digitatum e
tratados 24 h apds com o antagonista, também ocorreu reducdo na incidéncia da doenca
(PLAZA et al., 2004c). A mesma bactéria, quando aplicada 2 h ap6s a inoculagdo de P.
digitatum, exerceu efeito curativo nos frutos, reduzindo a incidéncia da doenca (USALL et al.,
2008). Resultado semelhante foi observado por Teixido et al. (2001) em que P. agglomerans
(CPA-2) reduziu tanto o bolor verde como o azul em frutos armazenados a 20 °C, por até 14
dias, e o bolor verde em frutos armazenados a 3 °C durante 60 dias.

O tratamento com Saccharomycopsis schoenii (UWO-PS 80-91),
imediatamente apds a inoculacdo de P. digitatum em laranjas, proporcionou reducgéo de 34,6 a
86,8% da severidade da doenga. O antagonista apresentou acdo predatoria (PIMENTA et al.,
2008).

A inducéo de resisténcia pode ocorrer pela aplicagédo de antagonistas.
As leveduras Metschnikowia fructicola (277) e Candida oleophila (182) aumentaram a
producéo de H,O, em maca e limdo no local do ferimento onde ocorreu a inoculagdo. Ambas
elevam os niveis de O, na superficie de frutos. A producdo de O, pode alterar o equilibrio da
redox ativando resisténcia no hospedeiro. Metschnikowia fructicola, no ferimento onde foi
inoculado, foi tolerante ao H,0O,, fator importante para um agente de biocontrole
(MACARISIN et al., 2010).

Compostos produzidos por microrganismos sdo alternativas para o
controle de Penicillium. A proteina “killer” panomycocin (exo-$-1,3-glucanase), produzida
por Pichia anomala (NCYC 434), inibe o crescimento de P. digitatum e P. italicum in vitro,
sendo que 16 pg mL™ inibiu completamente o crescimento e a germinacdo de esporos dos
fitopatdgenos. Em limdes inoculados com P. digitatum e P. italicum, a panomycocin (16 pg
mL™) controlou 100% de ambos os fitopatogenos até 5-7 dias ap6s o tratamento (IZGU,
KEPEKCI e 1ZGU, 2011). Essa atividade “killer” ja foi observada em controle biolégico, com
a levedura Torulaspora globosa, que produz compostos que deformam hifas de
Colletotrichum sublineolum. Porém, a deformagdo ndo € letal ou irreversivel, mas podem

afetar a penetragéo da hifa no hospedeiro (ROSA et al., 2010).
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Compostos volateis produzidos por Streptomyces globisporus JK-1 sdo
fungistaticos ao micélio de P. italicum e fungicidas aos conidios. Houve redu¢do da incidéncia
natural de podrides em frutos de tangerina Shatang, fumigados com 120 g L™ dos compostos
volateis do agente de biocontrole cultivado em sementes de trigo. Também ocorreu inibi¢éo do
bolor azul em frutos inoculados artificialmente. Dos 41 compostos volateis organicos
identificados, trés apresentaram acdo contra P. italicum, entre eles: dissulfeto de dimetila,
trisulfeto de dimetilo e acetofenona (LI et al., 2010). Saccharomyces cerevisiae (CR-1, PE-2,
K-1, CAT-1, BG-1 e KD-1) produzem compostos volateis que inibem o crescimento de
Guignardia citricarpa em laboratério. O efeito é fungistatico. Em testes complementares com
0 isolado CR-1 mostraram que a inibi¢do ocorre quando o meio batata-agar foi suplementado
com fontes de carbono: glicose, sacarose e maltose, porém ndao com galactose. Os compostos
voléateis identificados foram: acetato de etilo, 3-metil-1-butanol, 2-metil-1-butanol, feniletil
alcool e etilo, em maior quantidade, além de um composto ndo identificado. Uma mistura dos
compostos identificados inibiu o fitopatogeno (FIALHO et al., 2010).

Isolados de Pseudomonas spp. (P39, P40 e P41) reduziram a
incidéncia de P. digitatum em laranjas. Possivelmente, um dos mecanismos de acdo é a
producdo de metabolitos antifingicos (ZAMANI et al.,, 2008). Verticillium lecanii, em
condi¢des de laboratorio, cessa o crescimento e altera a morfologia das hifas de P. digitatum,
antes mesmo do contato entre os microrganismos, indicando que o antagonismo ocorre por
antibiose (BENHAMOU e BRODEUR, 2000). Além disso, o antagonista induz a resisténcia
em frutos de limdes contra P. digitatum (BENHAMOU, 2004).

A aplicacdo de antagonistas na pré-colheita possibilita o controle de
doencas em pods-colheita. No entanto, conforme Lahlali et al. (2009), no controle de P.
expansum em magd com o0 antagonista Pichia anomala (K), os resultados podem ser
inconsistentes, devido a variagdo climéatica, como chuvas pesadas e varia¢des de temperatura.
Assim, os autores enfatizam a necessidade de uma formulagdo que permita protecdo aos
antagonistas contra condi¢cdes climéaticas desfavoraveis e mantenha a populacdo a niveis
suficientes para controlar a doenca.

Outros fatores podem afetar a eficiéncia dos agentes de biocontrole.
Candida oleophila (Aspire®) é afetada negativamente pelo 6leo da casca de laranjas.

Possivelmente, o 0Oleo liberado em lesBes maiores € absorvido rapidamente pela grande
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quantidade de tecido interglandular danificado, enquanto danos menores em glandulas de éleo,
0 Oleo € liberado e permanece na vesicula afetando o biocontrolador (BROWN, DAVIS e
CHAMBERS, 2000).

2.3. Bacillus sp. como agente de biocontrole em pés-colheita

Bactérias sdo desejaveis agentes de biocontrole, pois sdo relativamente
de f&cil manipulacdo, normalmente estaveis, de rapida geracao e agressivos colonizadores. Em
especial Bacillus spp. leva vantagem por formar enddsporos que suportam condicfes
ambientes adversas (WARRIOR, KONDURU e VASUDEVAN, 2002). Estirpes de Bacillus
spp. podem apresentar diferentes mecanismos de acéo sobre o fitopatdgeno.

Bacillus spp., em condigbes de laboratorio, podem antagonizar
diferentes fitopatdgenos habitantes do solo, foliares ou de pds-colheita (TOURE et al., 2004).
A exemplo, nove estirpes de Bacillus spp., selecionadas a partir de isolamento do solo,
apresentaram atividade antifingica contra P. digitatum e seus compostos antifingicos foram
estaveis quando autoclavados. Sete isolados produziram compostos organicos volateis que
inibiram em mais de 40% o crescimento do patdgeno e a formacdo de conidios, porém, de
forma reversivel (LEELASUPHAKUL, HEMMANEE e CHUENCHITT, 2008).

Em laranja Valencia, os isolados B. subtilis (PPCB001) e Bacillus
amyloliquefaciens (PPCB004), associados as embalagens de atmosfera modificada, reduziram
a incidéncia de Penicillium crustosum. Um dos mecanismos de acdo foi a producdo de
compostos volateis, principalmente cetona, 3-hidroxi-2-butanona. Os compostos volateis de B.
subtilis causaram anomalias nos conidi6foros, enquanto que o0s volateis de B.
amyloliquefaciens causaram a perda da estrutura do conidi6foro do fitopatdgeno. Os
compostos volateis de ambos antagonistas reduziram a producdo de conidios do patdgeno
(ARREBOLA, SIVAKUMAR e KORSTEN, 2010). B. amyloliquefaciens (PPCB004) também
produz lipopeptideos capazes de inibir patdgenos in vitro e em frutos citricos (Alternaria citri,
Colletotrichum gloeosporioides e P. crustosum). A iturina A foi o principal lipopeptideo
relacionado ao controle (ARREBOLA, JACOBS e KORSTEN, 2010). O mesmo isolado
reduziu a incidéncia e a severidade de doengas de pos-colheita causadas por Phomopsis

caricae-papayae e Colletotrichum gloeosporioides em maméo, quando aplicado sozinho ou
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com o inibidor de etileno 1-metil ciclopropeno (OSMAN, SIVAKUMAR e KORSTEN, 2011)
e ainda exerceu efeito protetor em péssego, reduzindo a incidéncia e severidade de B. cinerea,
P. expansum e Rhizopus stolonifer (ARREBOLA et al., 2010).

Em frutos de magd, foram detectadas maiores quantidades de
fengicinas produzidas por B. subtilis (GAL), sendo associado com o controle de B. cinerea,
possivelmente, reduzindo a germinagdo do conidio ou o comprimento do tubo germinativo
(TOURE et al., 2004). De maneira similar, células vegetativas de B. subtilis (M4) também
reduziram B. cinerea em macd, em tratamento 24 h antes da inoculacdo com o patégeno. A
reducdo atingiu mais de 70% em até 15 dias ap6s a inoculagcdo. O controle também foi
atribuido a fengicinas, que foram detectadas nos frutos, sendo estimulada em mais de duas
vezes a sua producdo, quando o patdgeno esta presente (ONGENA et al., 2005). Surfactina foi
produzida por B. subtilis (GA1) na fase exponencial, enquanto que iturinas e fengicinas foram
produzidas na fase estacionaria (TOURE et al., 2004).

Bacillus thuringiensis var. kurstaki (HD-1), obtido dos produtos
comerciais Dipel® WP e Dimy Pel®, e B. thuringiensis var. kurstaki (HD-567) reduziram o
namero de picnidios por lesdo de Phyllosticta citricarpa. Também reduziram o nimero de
lesdes por fruto de Guignardia citricarpa, exceto o produto comercial Dipel®. Os isolados
apresentaram antibiose e a produgdo de compostos volateis com acdo fungistatica (LUCON et
al., 2010).

2.4. Associagdo de métodos no controle de doengas em pos-colheita de frutos

As combinag6es de métodos de controle podem melhorar o controle de
doencas em pos-colheita de frutos. Em macas tratadas com duas leveduras (Metschnikowia
pulcherrima isolado FMBO024H-2 e Cryptococcus laurentii isolado ST4-E14) e bicarbonato de
sodio, e armazenadas em atmosfera controlada (1,5 kPa O, 2,0 kPa CO,) a 1 °C por 5,5
meses, apresentaram controle de P. expansum (JANISIEWICZ et al., 2008). A mistura de
polifendis com Candida ernobii aumentou o controle de Diplodia natalensis em citros.
Polifenois a 1%, além de apresentar efeito inibitdrio na germinacdo de esporos e crescimento
micelial de D. natalensis in vivo, aumentou a populacdo de C. ernobii nas lesdes dos frutos
(LIU et al., 2010).
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A associagdo do tratamento de aspersdo e escovagdo com agua a 60 °C,
por 20 segundos, seguido do tratamento com Candida sp., reduziu a doenca causada por P.
expansum em frutos de péssego e nectarina. Porém, a associacdo so foi eficiente quando
aplicado 24 h apos inoculacdo do patdgeno comparado ao tratamento imediatamente apds a
inoculagdo (KARABULUT et al., 2002).

A combinacgdo com o tratamento de cura (33 °C por 65 h) melhorou a
acdo de P. agglomerans (CPA-2) no controle de P. digitatum em limdes. O tratamento dos
frutos com o antagonista, seguido do tratamento de cura e 0 armazenamento por trés semanas
a 10 °C e por sete dias a 20 °C, simulando a vida de prateleira, possibilitou o controle total de
P. digitatum (PLAZA et al., 2004c). O tratamento com Candida oleophila (Aspire®), seguido
da incubacéo por dois dias em 30 °C, antes do armazenamento em 21 °C, aumentou o controle
de P. digitatum em laranjas em um de dois ensaios. O controle deve-se a cicatrizagdo das
lesGes, maior crescimento do agente de biocontrole e crescimento reduzido do patdgeno nessa
temperatura (BROWN, DAVIS e CHAMBERS, 2000).

A combinagdo com bicarbonato de so6dio (2%) melhorou a agéo de P.
agglomerans (CPA-2) contra P. italicum em frutos armazenados a 3 °C e P. digitatum a 20 °C.
Contra P. digitatum a 3 °C, tanto o bicarbonato de sddio, quanto a combinacdo, eliminaram
quase totalmente a doenca (TEIXIDO et al., 2001).

O controle dos bolores azul e verde com o tratamento laranja VValéncia
e Shamouthi com B. subtilis (F1, L2 ou L2-5), associado com 1% de bicarbonato de sédio, por
5 minutos, ou tratamento térmico a 45 °C, por 2 minutos, foi potencializado, comparado a cada
tratamento individualmente. O bicarbonato de sodio e o tratamento térmico, possivelmente
reduzem o crescimento do patdgeno e possibilita uma vantagem para o agente de biocontrole
(OBAGWU e KORSTEN, 2003). Pseudomonas spp. (P39, P40 e P41) tém aumento do
controle de P. digitatum quando combinadas a bicarbonato de sédio (3%) a 45 °C (ZAMANI
et al., 2008).

No entanto, a aplicagdo de P. agglomerans (CPA-2), duas horas apds o
tratamento de 3% de carbonato de sodio ou bicarbonato de sédio em citros, ndo melhorou o
controle do bolor verde por esses produtos de forma curativa, em frutos feridos e inoculados
com o patdégeno 24 h antes do tratamento, ou protegendo os ferimentos da reinoculag&o.

Porém, ap0s o tratamento, quando foram realizados novos ferimentos no fruto tanto o
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carbonato, quanto o bicarbonato de sodio reduziram a doenga, e a aplicagdo de P.
agglomerans (CPA-2) antes da inoculacdo com o patégeno melhorou o efeito protetor de
novos ferimentos (USALL et al., 2008). O carbonato de sodio a 2% reduziu a populacéo de P.
agglomerans ap0s mistura em solucdo por 30 minutos, enquanto o bicarbonato de sédio ndo
(TEIXIDO et al., 2001).

Associacdo de B. amyloliquefaciens (PPB004) e dleo essencial de
citronela apresentaram sinergismo no controle de B. cinerea, P. expansum e Rhizopus
stolonifer, in vitro e em péssego (ARREBOLA et al., 2010). A combinacdo de saponina (50
ng mL™) com B. amuloliquefaciens (HF-01) aumentou o controle de P. digitatum, P. italicum
e Geoctrichum candidum em tangerinas (HAO et al., 2011). Segundo esses autores, a saponina
ndo alterou a populagéo bacteriana e aumentou a formacéo de biofilme.

Mais de dois métodos podem ser associados. A integracdo do
tratamento térmico (45 °C por 5 minutos), B. licheniformis, 25% da dose recomendada de
prochloraz e cera, aumentaram a eficiéncia no controle de antracnose e podridao peduncular
em manga (GOVENDER, KORSTEN e SIVAKUMAR, 2005).
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3. MATERIAL E METODOS

Frutos de laranjas, cultivar Péra, sem tratamento com fungicidas,
foram adquiridos no “packinghouse” da empresa Alfa Citrus, Engenheiro Coelho — SP. Esses
frutos foram lavados e desinfestados superficialmente com hipoclorito de sddio.

Penicillium digitatum foi isolado de laranjas Péra obtidas de um
supermercado de Jaguariuna — SP. O patogeno foi multiplicado em meio batata-dextrose-agar
(BDA) e incubado por 10 dias a 24+1 °C. Antes da instalacdo do experimento, foi realizado
teste de patogenicidade do isolado em frutos de laranja Péra.

Nos ensaios foram utilizados os agentes de biocontrole Bacillus
subtilis (CHR HANSEN), Bacillus licheniformis (CHR HANSEN) e Bacillus subtilis (QST
713 - Serenade®) e o fungicida imazalil.

O trabalho foi composto por 10 tratamentos, em blocos casualizados,
sendo combinado em esquema fatorial 2 x 5 (aplicacdo ou ndo do tratamento térmico
associado aos cinco tratamentos): 1) Testemunha tratada com agua, 2) Fungicida imazalil (100
g do i.a. 100 L de &gua), 3) Bacillus subtilis (3 x 108 UFC mL™), 4) Bacillus licheniformis (3 x
10 UFC mL™), 5) Bacillus subtilis (Serenade® - 1 x 10° UFC mL™), 6) Testemunha com
tratamento térmico, 7) Fungicida imazalil + tratamento térmico, 8) Bacillus subtilis (3 x 10°
UFC mL™) + tratamento térmico, 9) Bacillus licheniformis (3 x 10° UFC mL™) + tratamento
térmico; e 10) Bacillus subtilis (Serenade® - 1 x 10° UFC mL™) + tratamento térmico. Em cada

tratamento, os frutos foram imersos por 2 minutos na suspensao de agentes de biocontrole,
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suspensdo do fungicida ou agua destilada. Nos tratamentos com os agentes de biocontrole +
tratamento térmico, os frutos foram imersos por 2 minutos em agua a 52 °C em um banho com
circulagdo, contendo os biocontroladores. Imediatamente apds, os frutos foram imersos em
agua em temperatura ambiente, também por 2 minutos, objetivando prevenir injdrias nos
frutos pela elevada temperatura. No tratamento com fungicida + tratamento térmico,
inicialmente foi realizado o tratamento térmico, resfriamento e, posteriormente, a imersdo dos
frutos por 2 minutos em solu¢do com fungicida. Quando realizado apenas o tratamento
térmico, os frutos foram tratados termicamente e entdo resfriados em agua em temperatura
ambiente.

Apos o tratamento frutos foram secos em temperatura ambiente e

armazenados por 28 dias em temperatura de 10 °C e umidade relativa de 90%z5.

3.1. Controle de Penicillium digitatum com agentes de biocontrole e tratamento térmico

seguido de armazenamento a temperatura de 10°C

Foram usados 54 frutos por tratamento, constituindo trés repeticoes de
18 frutos. A inoculacdo foi efetuada pelo ferimento na regido equatorial do fruto, com auxilio
de um prego em 3 mm de didmetro e 4 mm de profundidade, em dois pontos equidistantes.
Inoculou-se em cada lesdo 10 pL de uma suspensdo de 1 x 10° conidios mL™ de P. digitatum,
permanecendo os frutos em repouso, por aproximadamente uma hora, para que a suspensédo
fosse absorvida. Em seguida, os frutos foram tratados, de acordo com cada tratamento,
conforme descrito anteriormente, secos em temperatura ambiente e armazenados em
temperatura de 10 °C e umidade relativa de 90%z5.

As avaliacOes fitopatologicas foram realizadas diariamente, a partir do
4° dia apos inoculagdo, durante sete dias. Avaliaces de severidade dos frutos foram realizadas
pelas medigdes dos didmetros das lesdes causadas por P. digitatum, com auxilio de um
paquimetro digital. Os resultados foram convertidos em severidade pelo calculo da
porcentagem do comprimento do fruto lesionado.

Com os dados obtidos foi calculada a area abaixo da curva de
progresso da doenca (AACPD) pela formula proposta por Shaner & Finney (1977): 2 [(Yi+1+
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Yi)/2] [Xi+1- Xi]; em que Y; é o didmetro da lesdo no tempo X, e Yi.; € 0 didmetro da lesdo
em Xi1. O tempo foi definido em dias, sendo o valor inicial (X;) o valor da primeira avaliacéao.
O experimento foi repetido duas vezes, utilizando o mesmo lote de

laranjas.

3.2. Avaliagédo da qualidade dos frutos

Nas andlises fisico-quimicas, os frutos (trés repeti¢des de 72 frutos por
tratamento) foram tratados, conforme descrito, sem serem inoculados, e armazenados em
caixas de papeldo por 28 dias em temperatura de 10 °C e umidade relativa de 90%=5. Em cada
analise oito frutos por tratamento foram coletados e analisados destrutivamente. Andlises de
cada tratamento foram realizadas no 14° e 28° dia de armazenamento. Uma anélise foi
realizada no momento de chegada dos frutos, oito frutos foram coletados e analisados, a fim
de representar todo o lote.

Para avaliar a firmeza da polpa, foi retirada uma parcela da casca, até
atingir o albedo, em dois pontos de trés frutos. Com auxilio de um penetrémetro, foi testada a
resisténcia de penetracdo do fruto. Na analise de cor da casca, foi utilizado o colorimetro
Minolta CR310 Data Processor DP301, analisando trés pontos de cada um dos cinco frutos. Os
mesmos cinco frutos foram pesados e o suco de cada fruto foi extraido, pesado e calculado o
rendimento. Do suco extraido avaliou-se o total de solidos soluveis (°Brix) com um
refratrdmetro. Vinte e cinco mililitros de suco foram dispensados em 100 mL de agua
destilada para avaliacdo da acidez, por meio da titulagdo com NaOH 0,3125 N até o ponto de
viragem, utilizando o indicador fenolftaleina. Os experimentos foram repetidos duas vezes,
utilizando dois diferentes lotes de frutos.

As avaliagdes de incidéncia natural de doengas em pds-colheita foram
realizadas nos 56 frutos armazenados restantes de cada tratamento das andlises fisico-
quimicas. Foi avaliada a porcentagem total de frutos com podriddes, apds 28 dias de
armazenamento.

A avaliagdo de perda de peso dos frutos, foi realizada com trés
repeticbes de 10 frutos tratados e armazenados conforme descrito. Os frutos pesados

imediatamente apds secagem, no 14° e 28° dia de armazenamento. Foi calculada a
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porcentagem de peso perdido em cada avaliagdo comparado a primeira pesagem. Este ensaio

foi repetido uma vez.

3.3. Controle de Penicillium digitatum com agentes de biocontrole e tratamento térmico

em armazenamento a temperatura de 20°C

O trabalho foi composto por 12 tratamentos, em blocos casualizados,
sendo combinado em esquema fatorial 2 x 6, sendo realizado ou ndo do tratamento térmico
associado a utilizando os seguintes tratamentos: 1) Testemunha tratada com &gua, 2)
Fungicida tiabendazol, 3) Bacillus subtilis (1,6 x 108 UFC mL™), 4) Bacillus licheniformis (1,6
x 10® UFC mL™), 5) Bacillus subtilis — Serenade® (1 x 10° UFC mL™), 6) Sporidiobolus
pararoseus (1 x 10° células mL™), 7) Testemunha com tratamento térmico, 8) Fungicida
tiabendazol + tratamento térmico, 9) Bacillus subtilis (1,6 x 108 UFC mL™) + tratamento
térmico, 10) Bacillus licheniformis (1,6 x 10 UFC mL™) + tratamento térmico, 11) Bacillus
subtilis — Serenade® (1 x 10° UFC mL™) + tratamento térmico, e 12) Sporidiobolus
pararoseus (1 x 10° células mL™) + tratamento térmico.

O experimento seguiu a mesma metodologia de inoculacdo de P.
digitatum, ja descrita. No entanto, foram utilizados para cada tratamento trés repeticdes de
cinco frutos, sendo os tratamentos realizados duas horas apds a inoculagdo. O tratamento
seguiu a mesma metodologia descrita anteriormente, com exce¢do do fungicida que foi
utilizada outro produto (tiabendazol — 485 g i.a. 100 L™), e para o tratamento com o agente de
biocontrole Sporidiobolus pararoseus, onde os frutos foram tratados através da agitacdo por
30 segundos na suspensdo contendo o agente de biocontrole (MATTQOS, 2010). No tratamento
Sporidiobolus pararoseus + tratamento térmico, os frutos foram imersos na dgua a 52 °C por 2
minutos, resfriados e depois agitados por 30 segundos na suspensdo contendo a levedura.

Os frutos foram incubados a 20 °C e UR de 90%. Apoés trés dias
avaliou-se, por um periodo de cinco dias, o diametro das lesdes. As avaliagdes e obtencdo da
AACPD seguiram a metodologia ja descrita. O ensaio foi repetido duas vezes, com dois lotes
diferentes de frutos. No segundo lote os frutos estavam em estdgio avangado de maturacéo.

Com a hipotese de que a lavagem de resfriamento, apds o tratamento

térmico associado com os isolados de Bacillus, pudesse remover o tratamento, mais dois
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ensaios foram realizados, usando o mesmo delineamento e tratamentos, exceto pela excluséo
do tratamento com Sporidiobolus pararoseus e S. pararoseus + tratamento térmico. Porém,
nesses ensaios, todos os tratamentos utilizando o tratamento térmico, os frutos foram tratados
com a agua quente a 52 °C por 2 minutos, seguindo o resfriamento por 2 minutos, e s6 entdo
realizado a imersdo dos frutos em suspensdao contendo os agentes de biocontrole ou o
fungicida tiabendazol. Para os dois ensaios utilizou-se 0 mesmo lote de frutos, em estagio
avancado de maturacdo, sendo armazenados a 20 °C e UR de 90%. Apos trés dias, com o
surgimento dos sintomas, iniciaram as avaliagdes conforme j& descritas por um periodo de

cinco dias.
3.4. Analise estatistica
Os dados obtidos nos experimentos foram submetidos a analise de

variancia e as médias foram comparadas pelo teste Tukey a 5% de probabilidade,

considerando blocos em esquema fatorial (2x5 ou 2X6).
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4. RESULTADOS

4.1. Controle de Penicillium digitatum em pds-colheita de frutos de laranja com agentes
de biocontrole e tratamento térmico seguido de armazenamento a temperatura de 10°C

Nos dois experimentos conduzidos ocorreu diferenga significativa e
interacéo entre os fatores. Entretanto, na repeticdo do experimento houve diferentes resultados.
No primeiro experimento a AACPD foi reduzida pelo tratamento térmico, exceto no
tratamento com imazalil, que controlou efetivamente a doenga com ou sem a associa¢do. No
segundo ensaio, o tratamento térmico reduziu a doenca apenas na testemunha (Tabela 1 e 2).

Na primeira repeticdo do experimento, 0os agentes de biocontrole
reduziram a AACPD nos frutos. O produto comercial Serenade® apresentou melhor resultado
entre os produtos aplicados, seguido de B. subtilis e B. licheniformis com menor redugéo da
AACPD. Quando associado com o tratamento térmico, todos os produtos bioldgicos tiveram
acdo melhorada, entre os tratamentos o B. licheniformis e Serenade® foram os que

apresentaram melhor controle.
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Tabela 1. Efeito do tratamento térmico, associado a agentes de biocontrole, sobre a area
abaixo da curva de progresso da doenga (AACPD) do Bolor Verde causado por Penicillium
digitatum, em laranja Péra. Primeira repeticdo do ensaio em armazenamento dos frutos a
10 °C.

AACPD
Tratamento Com Tratamento Térmico Sem Tratamento Térmico
Testemunha 279,36 aD 344,88 bE
Imazalil 0,38 aA 0 aA
Bacillus subtilis 197,78 aC 234,23 bC
Bacillus licheniformis 161,59 aB 273,01 bD
Bacillus subtilis - Serenade 174,37 aBC 202,79 bB

CV (%) 6,134
Médias seguidas da mesma letra minudscula (linha) e maitscula (coluna) ndo diferem
estatisticamente entre si (Tukey ao nivel de 5% de probabilidade).

Na segunda repeticdo do ensaio, 0s agentes de biocontrole néo
exerceram controle, tanto quando aplicado isolado ou associado ao tratamento térmico.

Apenas o tratamento com imazalil reduziu consistentemente a AACPD nos dois ensaios.

Tabela 2. Efeito do tratamento térmico associado a agentes de biocontrole sobre a area abaixo
da curva de progresso da doenga (AACPD) do Bolor Verde causado por Penicillium digitatum
em laranja Péra. Segunda repeticdo do ensaio em armazenamento dos frutos a 10 °C.

AACPD
Tratamento Com Tratamento Térmico Sem Tratamento Térmico
Testemunha 135,33 aB 242,67 bB
Imazalil 4,83 aA 6,18 aA
Bacillus subtilis 354,80 aD 370,26 aD
Bacillus licheniformis 347,29 aD 326,92 aC
Bacillus subtilis —Serenade 294,97 aC 322,84 aC

CV (%) 7,15
Médias seguidas da mesma letra minascula (linha) e maitscula (coluna) nao diferem
estatisticamente entre si (Tukey ao nivel de 5% de probabilidade).
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4.2. Incidéncia natural de doencas em poés-colheita de laranjas Péra apos tratamento

térmico e com agentes de biocontrole

No primeiro ensaio, 0s resultados mostram interagcéo entre os fatores, onde todas as
associacbes com o tratamento térmico, exceto a associagdo com fungicida, reduziram a
incidéncia das doencas em pos-colheita comparado a ndo realizacdo do tratamento térmico.
Porém, quando ndo foi aplicado o tratamento térmico, apenas o tratamento com fungicida

reduziu a doenca (Tabela 3).

Tabela 3. Incidéncia natural de podriddes de pos-colheita em laranjas Péra submetidas ao
tratamento térmico associado a agentes de biocontrole. Primeira repeticdo do ensaio em
armazenamento dos frutos a 10 °C.

Incidéncia (%)

Tratamento Com Tratamento Térmico Sem Tratamento Térmico
Testemunha 535 aA 19,64 bB
Imazalil 1,19 aA 0,59 aA
Bacillus subtilis 595 aA 28,57 bB
Bacillus licheniformis 1,78 aA 19,64 bB
Bacillus subtilis — Serenade 1,78 aA 2381 bB

CV (%) 35,82

Médias seguidas da mesma letra minudscula (linha) e maitscula (coluna) ndo diferem
estatisticamente entre si (Tukey ao nivel de 5% de probabilidade). Dados transformados por
arcsen (x/100).

No segundo ensaio, também ocorreu interacdo entre os fatores, os tratamentos com
agentes de biocontrole sem o tratamento térmico, apresentaram maior incidéncia comparado a
associacdo com o tratamento térmico. No entanto, os agentes de biocontrole associados ao
tratamento térmico ndo diferenciaram do tratamento em que apenas foi utilizado o tratamento
térmico, neste caso apenas o0 imazalil associado ao tratamento térmico reduziu a incidéncia das
doencas. Quando ndo aplicado o tratamento térmico nenhum tratamento diferiu da testemunha,
porém o imazalil apresentou reduzida incidéncia das doencas quando comparado aos agentes

de biocontrole. (Tabela 4).
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Tabela 4. Incidéncia natural de podriddes de pos-colheita em laranjas Péra submetidas ao
tratamento térmico associado a agentes de biocontrole. Segunda repeticdo do ensaio em
armazenamento dos frutos a 10 °C.

Incidéncia (%)

Tratamento Com Tratamento Térmico Sem Tratamento Térmico
Testemunha 7,14 aB 9,52 aAB
Imazalil 0 aA 1,78 aA
Bacillus subtilis 10,11 aB 20,83 bBC
Bacillus licheniformis 595 aAB 20,23 bBC
Bacillus subtilis — Serenade 2,97 aAB 23,80 bC

CV (%) 25,99

Médias seguidas da mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si (Tukey ao nivel de 5%
de probabilidade). Dados transformados por arcsen (x/100)?

4.3. Analises fisico-quimicas dos frutos

Os frutos apresentaram as seguintes caracteristicas no recebimento: Para o primeiro
lote: acidez = 0,742 g 100 mL™; sélidos soltveis = 8,82 °Brix; ratio = 11,91; rendimento de
suco = 58,21%; L* = 71,01; C* = 59,40; h° = 93,08; resisténcia a penetragdo = 6,12 N; Para o
segundo lote: acidez = 0,83 g 100 mL™; sélidos solGveis = 7,9 °Brix; ratio = 9,57; rendimento
de suco = 60,1%; L* = 59,44; C* = 52,51; h° = 108,07; resisténcia a penetragdo = 11,45 N.

4.3.1. Acidez titulavel

Os agentes de biocontrole ndo apresentaram interagdio com o
tratamento térmico. Nenhum tratamento diferiu da testemunha nos dois ensaios. Apesar que,
no primeiro ensaio, em 14 dias de armazenamento, o tratamento com B. licheniformis
apresentou maior acidez que o imazalil, diferenca que desapareceu ap6s o 28 dias de
armazenamento. No segundo experimento, o tratamento com B. licheniformis apresentou
maior acidez que B. subtilis ap6s 28 dias de armazenamento. Inicialmente o tratamento
térmico apresentou maior acidez. Entretanto, apds 28 dias essa diferenca ndo foi significativa
(Tabela 5).
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Tabela 5. Efeito do tratamento térmico associado a agentes de biocontrole na acidez dos

frutos de laranja Péra. Primeiro experimento.

Acidez (g 100 mL™)

Tratamento 14 dias 28 dias

Testemunha 0,745 ab 0,757 a
Imazalil 0,727 b 0,761 a
Bacillus subtilis 0,768 ab 0,760 a
Bacillus licheniformis 0,885 a 0,876 a
Bacillus subtilis — Serenade 0,843 ab 0,755 a
Com tratamento térmico 0,793 a 0,783 a
Sem tratamento térmico 0,794 a 0,781 a
CV (%) 10,326 9,890

Médias seguidas da mesma letra (coluna) ndo diferem estatisticamente entre si (Tukey ao nivel

de 5% de probabilidade).

Tabela 6. Efeito do tratamento térmico associado a agentes de biocontrole na acidez dos

frutos de laranja Péra. Segundo experimento.

Acidez (g 100 mL™)

Tratamento 14 dias 28 dias
Testemunha 0,841 a 0,747 ab
Imazalil 0,719 a 0,724 ab
Bacillus subtilis 0,714 a 0,627 b
Bacillus licheniformis 0,761 a 0,801 a
Bacillus subtilis — Serenade 0,782 a 0,753 ab
Com tratamento térmico 0,802 a 0,742 a
Sem tratamento térmico 0,725 b 0,718 a
CV (%) 12,903 11,141

Médias seguidas da mesma letra (coluna) nao diferem estatisticamente entre si (Tukey ao nivel

de 5% de probabilidade).

4.3.2. Sélidos solaveis totais (°Brix)

Na primeira repeticdo do ensaio, ndo houve diferenca entre o0s

tratamentos nas duas avaliagOes realizadas (Tabela 7). Na segunda repeticdo do experimento,

apoés 14 dias de armazenamento ocorreram diferencas, onde B. subtilis apresentou menor

solidos sollveis totais que a testemunha. Os frutos submetidos ao tratamento térmico
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apresentaram maior sélidos sollveis totais. No entanto, apos 28 dias de armazenamento nao

houve diferenca entre os tratamentos (Tabela 8).

Tabela 7. Efeito do tratamento térmico associado a agentes de biocontrole nos sélidos
soluveis totais dos frutos de laranjas Péra. Primeiro experimento.

Solidos solveis totais (°Brix)

Tratamento 14 dias 28 dias
Testemunha 8,817 a 8,917 a
Imazalil 8,333 a 8,667 a
Bacillus subtilis 8,733 a 8,400 a
Bacillus licheniformis 8,967 a 9,300 a
Bacillus subtilis — Serenade 9,100 a 8,817 a
Com tratamento térmico 8,680 a 8,767 a
Sem tratamento térmico 8,900 a 8,873 a
CV (%) 5,757 6,297

Médias seguidas da mesma letra (coluna) nao diferem estatisticamente entre si (Tukey ao nivel
de 5% de probabilidade).

Tabela 8. Efeito do tratamento térmico associado a agentes de biocontrole no sélidos soltveis
totais dos frutos de laranjas Péra. Segundo experimento.

Sélidos sollveis totais (°Brix)

Tratamento 14 dias 28 dias

Testemunha 7,733 a 7,712 a
Imazalil 7,467 ab 7,600 a
Bacillus subtilis 7,183 b 7,183 a
Bacillus licheniformis 7,417 ab 7,767 a
Bacillus subtilis — Serenade 7,417 ab 7,633 a
Com tratamento térmico 7,600 a 7,593 a
Sem tratamento térmico 7,287 b 7,567 a
CV (%) 3,621 4,992

Médias seguidas da mesma letra (coluna) nao diferem estatisticamente entre si (Tukey ao nivel
de 5% de probabilidade).

4.3.3. Ratio e rendimento de suco

A ratio (sOlidos sollveis/acidez) € um parametro que indica a

maturacdo do fruto. Na primeira repeticdo do experimento ndo houve diferenca entre o0s
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tratamentos em ambas as avaliagdes (Tabela 9). Na segunda repeti¢do do ensaio, apds 28 dias
de armazenamento, ocorreu diferenga entre os frutos tratados com B. subtilis (maior ratio) e B.
licheniformis, porém nenhum tratamento diferiu da testemunha (Tabela 10).

O rendimento de suco ndo foi afetado pelos agentes de biocontrole ou
pelo tratamento térmico (Tabela 11 e 12).

Tabela 9. Efeito do tratamento térmico associado a agentes de biocontrole no Ratio dos frutos
de laranjas Péra. Primeiro experimento.

Ratio

Tratamento 14 dias 28 dias

Testemunha 11,883 a 11,767 a
Imazalil 11,517 a 11,400 a
Bacillus subtilis 11,450 a 11,050 a
Bacillus licheniformis 10,183 a 10,667 a
Bacillus subtilis — Serenade 10,900 a 11,750 a
Com tratamento térmico 11,080 a 11,253 a
Sem tratamento térmico 11,293 a 11,400 a
CV (%) 9,684 7,913

Médias seguidas da mesma letra (coluna) ndo diferem estatisticamente entre si (Tukey ao nivel
de 5% de probabilidade).

Tabela 10. Efeito do tratamento térmico associado a agentes de biocontrole no Ratio dos
frutos de laranjas Péra. Segundo experimento.

Ratio

Tratamento 14 dias 28 dias

Testemunha 9,467 a 10,400 ab
Imazalil 10,650 a 10,550 ab
Bacillus subtilis 10,133 a 11,533 a
Bacillus licheniformis 9,800 a 9,767 b
Bacillus subtilis — Serenade 9,517 a 10,367 ab
Com tratamento térmico 9,613 a 10,393 a
Sem tratamento térmico 10,213 a 10,653 a
CV (%) 10,962 8,550

Médias seguidas da mesma letra (coluna) ndo diferem estatisticamente entre si (Tukey ao nivel
de 5% de probabilidade).
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Tabela 11. Efeito do tratamento térmico associado a agentes de biocontrole no rendimento de
suco dos frutos de laranjas Péra. Primeiro experimento.

Rendimento de suco (%)

Tratamento 14 dias 28 dias

Testemunha 55,117 a 59,850 a
Imazalil 57,633 a 60,000 a
Bacillus subtilis 52,867 a 58,617 a
Bacillus licheniformis 48,983 a 58,117 a
Bacillus subtilis — Serenade 52,533 a 61,050 a
Com tratamento térmico 55,213 a 59,073 a
Sem tratamento térmico 51,64 a 59,980 a
CV (%) 16,974 3,774

Médias seguidas da mesma letra (coluna) nao diferem estatisticamente entre si (Tukey ao nivel
de 5% de probabilidade).

Tabela 12. Efeito do tratamento térmico associado a agentes de biocontrole no rendimento de
suco dos frutos de laranjas Péra. Segundo experimento.

Rendimento de suco (%)

Tratamentos 14 dias 28 dias

Testemunha 52,000 a 52,117 a
Imazalil 53,967 a 53,983 a
Bacillus subtilis 52,050 a 51,300 a
Bacillus licheniformis 53,200 a 52,217 a
Bacillus subtilis — Serenade 53,667 a 53,467 a
Com tratamento térmico 53,120 a 52,513 a
Sem tratamento térmico 52,833 a 52,720 a
CV (%) 3,091 3,387

Médias seguidas da mesma letra (coluna) ndo diferem estatisticamente entre si (Tukey ao nivel
de 5% de probabilidade).

4.3.4. Firmeza da polpa

Os resultados mostram-se inconsistentes, quanto a firmeza dos frutos.
Na primeira repeticdo do experimento, apds 14 dias de armazenamento, os frutos tratados
termicamente apresentaram maior firmeza que os ndo tratados. No entanto, apds 28 dias, ndo
houve diferenca (Tabela 13). Diferentemente, na segunda repeticdo do experimento n&o

ocorreram diferencas com ou sem o tratamento térmico (Tabela 14).
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Tabela 13. Efeito do tratamento térmico associado a agentes de biocontrole na firmeza da
polpa de frutos de laranja Péra. Primeiro Experimento.

Firmeza da polpa (Resisténcia a penetracdo - N)

Tratamento 14 dias 28 dias
Testemunha 7,592 ab 5397 b
Imazalil 6,804 ab 9,193 a
Bacillus subtilis 4781 b 6,011 ab
Bacillus licheniformis 7,907 a 8,379 ab
Bacillus subtilis - Serenade 7,114 ab 6,321 ab
Com tratamento térmico 7,776 a 7,322 a
Sem tratamento térmico 5903 b 6,799 a
CV (%) 25,907 30,082

Médias seguidas da mesma letra (coluna) ndo diferem estatisticamente entre si (Tukey ao nivel
de 5% de probabilidade).

No primeiro experimento, depois de 14 dias de armazenamento,
nenhum agente de biocontrole e o imazalil diferenciaram da testemunha, apesar do B.
licheniformis mostrar maior resisténcia a penetracdo da polpa que B. subtilis. No entanto, ap6s
28 dias de armazenamento, o tratamento com Imazalil diferenciou do tratamento testemunha,

apresentando maior firmeza da polpa (Tabela 13).

Tabela 14. Efeito do tratamento térmico associado a agentes de biocontrole na firmeza da
polpa de frutos de laranja Péra. Segundo Experimento.

Firmeza da polpa (Resisténcia a penetracdo - N)

Tratamento 14 dias 28 dias

Testemunha 10,829 ab 8,447 a
Imazalil 7,754 ab 10,176 a
Bacillus subtilis 6,432 b 9,314 a
Bacillus licheniformis 9,797 ab 8,008 a
Bacillus subtilis - Serenade 11,928 a 9,926 a
Com tratamento térmico 10,229 a 9435 a
Sem tratamento térmico 8,466 a 8,914 a
CV (%) 33,387 29,346

Médias seguidas da mesma letra (coluna) ndao diferem estatisticamente entre si (Tukey ao nivel
de 5% de probabilidade).
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J& na segunda repeticdo do ensaio, nenhum tratamento diferenciou da
testemunha. Porém, apos 14 dias de armazenamento o tratamento com B. subtilis - Serenade,
apresentou maior firmeza da polpa que o B. subtilis, diferenca que desapareceu apos 28 dias
de armazenamento (Tabela 14).

4.3.5. Perda de peso

Quatorze dias apds o tratamento e armazenamento em camara fria,
houve diferenca entre os tratamentos. O tratamento testemunha teve maior perda de peso,
enquanto que os frutos tratados com imazalil e B. subtilis apresentaram menor perda. Os frutos
tratados termicamente apresentaram maior perda de peso comparado ao nao tratamento, apds
14 dias de armazenamento. No entanto, ap0s 28 dias de armazenamento, os tratamentos

apresentaram perda de peso similar (Tabela 15).

Tabela 15. Efeito do tratamento térmico associado a agentes de biocontrole na perda de peso
dos frutos de laranja Péra. Segundo Experimento.

Perda de peso (%)

Tratamento 14 dias 28 dias

Testemunha 2,171 ¢ 4691 a
Imazalil 1,737 a 3,703 a
Bacillus subtilis 1635 a 3,278 a
Bacillus licheniformis 1,812 ab 4056 a
Bacillus subtilis — Serenade 1,997 bc 4,017 a
Com tratamento térmico 1,969 b 3,747 a
Sem tratamento térmico 1,771 a 4150 a
CV (%) 7,39 23,34

Médias seguidas da mesma letra (coluna) ndo diferem estatisticamente entre si (Tukey ao nivel
de 5% de probabilidade).

4.3.6. Coloragdo da casca dos frutos [L* (luminosidade), C* (croma) e h° (d&ngulo Hue)
angulo de tonalidade]

Na primeira repeticdo do experimento, o valor L*, que indica a

luminosidade dos frutos, ndo diferiu entre os tratamentos. Apenas 0 tratamento térmico
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apresentou maior valor na avaliacdo apos 14 dias de armazenamento, mas ndo diferiu apos 28
dias de armazenamento (Tabela 16). Na segunda repeticdo do ensaio, diferengas entre os
tratamentos ocorreram ap0s 28 dias de armazenamento, onde o tratamento com imazalil

apresentou maior L*. O tratamento térmico também apresentou maior valor L* (Tabela 17).

Tabela 16. Efeito do tratamento térmico associado a agentes de biocontrole no valor L* dos
frutos de laranja Péra. Primeiro Experimento.

L*

Tratamento 14 dias 28 dias

Testemunha 72,242 a 71,448 a
Imazalil 73,590 a 73,337 a
Bacillus subtilis 72,183 a 71,327 a
Bacillus licheniformis 72,543 a 72,010 a
Bacillus subtilis — Serenade 72,082 a 72,382 a
Com tratamento térmico 72,999 a 72,211 a
Sem tratamento térmico 72,051 b 71,990 a
CV (%) 1,356 1,672

Médias seguidas da mesma letra (coluna) ndao diferem estatisticamente entre si (Tukey ao nivel
de 5% de probabilidade).

Tabela 17. Efeito do tratamento térmico associado a agentes de biocontrole no valor L* dos
frutos de laranja Péra. Segundo Experimento.

L*

Tratamento 14 dias 28 dias
Testemunha 68,037 a 70,667 b
Imazalil 69,045 a 72,988 a
Bacillus subtilis 68,528 a 70,580 b
Bacillus licheniformis 68,848 a 71,110 b
Bacillus subtilis — Serenade 69,310 a 70,863 b
Com tratamento térmico 69,169 a 71,603 a
Sem tratamento térmico 68,338 a 70,881 b
CV (%) 2,990 1,246

Médias seguidas da mesma letra (coluna) ndo diferem estatisticamente entre si (Tukey ao nivel
de 5% de probabilidade).

C* é o parametro que indica a cromaticidade do fruto. Na primeira

repeticdo do experimento, os frutos tratados termicamente, apds 14 dias de armazenamento
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apresentaram maior valor de C*, mas ap0s 28 dias de armazenamento ndo foi observada
diferenca. Apos 28 dias de armazenamento, os frutos tratados com imazalil e B. licheniformis
apresentaram valor de C* superior ao da testemunha (Tabela 18).

Tabela 18. Efeito do tratamento térmico associado a agentes de biocontrole no valor C* dos
frutos de laranja Péra. Primeiro Experimento.

C*

Tratamento 14 dias 28 dias

Testemunha 63,582 a 66,022 ¢
Imazalil 66,490 a 69,857 a
Bacillus subtilis 63,299 a 66,175 ¢
Bacillus licheniformis 65,235 a 68,708 ab
Bacillus subtilis — Serenade 64,973 a 66,597 bc
Com tratamento térmico 65,569 a 67,850 a
Sem tratamento térmico 63,823 b 67,093 a
CV (%) 3,296 2,040

Médias seguidas da mesma letra (coluna) ndo diferem estatisticamente entre si (Tukey ao nivel
de 5% de probabilidade).

J& na segunda repeticdo do ensaio, diferencas significativas de
cromaticidade ocorreram apenas apés 28 dias de armazenamento, onde houve interacao entre
os fatores. Sendo que os frutos tratados com imazalil + tratamento térmico superaram os frutos
da testemunha + tratamento térmico. Nenhum agente de biocontrole diferenciou da
testemunha, tanto comparado com ou sem tratamento térmico. Os frutos da testemunha sem
tratamento térmico apresentaram maior valor de C* que a testemunha com tratamento térmico.
Os frutos tratados com B. subtilis - Serenade + Tratamento térmico apresentaram o valor C*
superior quando comparado ao tratamento com apenas o B. subtilis - Serenade (Tabela 20).
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Tabela 19. Efeito do tratamento térmico associado a agentes de biocontrole no valor C* dos
frutos de laranja Péra. Segundo experimento (14 dias de armazenamento).

Tratamento C*
Testemunha 59,822 a
Imazalil 61,285 a
Bacillus subtilis 60,670 a
Bacillus licheniformis 61,565 a
Bacillus subtilis — Serenade 61,518 a
Com tratamento térmico 61,523 a
Sem tratamento térmico 60,421 a
CV (%) 4,272

Médias seguidas da mesma letra (coluna) ndo diferem estatisticamente entre si (Tukey ao nivel

de 5% de probabilidade).

Tabela 20. Efeito do tratamento térmico associado a agentes de biocontrole no valor C* dos
frutos de laranja Péra. Segundo Experimento. (28 dias de armazenamento).

C*

Tratamento ComTT SEMTT
Testemunha 69,057 bB 71,887 aAB
Imazalil 73,303 aA 73,703 aA
Bacillus subtilis 70,323 aAB 69,423 aB
Bacillus licheniformis 72,000 aAB 71,013 aAB
Bacillus subtilis — Serenade 71,993 aAB 69,067 bB
CV (%) 1,774

Médias seguidas da mesma letra minudscula (linha) e maitscula (coluna) ndo diferem
estatisticamente entre si (Tukey ao nivel de 5% de probabilidade).

O valor h° (&ngulo Hue) angulo de tonalidade é um parametro que

indica a tonalidade do fruto. Na primeira repeticdo do ensaio ocorreram diferengas apenas

apos 28 dias de armazenamento, onde ocorreu interagdo entre os fatores. Os frutos tratados

com B. licheniformis apresentaram maior valor de h® que os tratados com B. licheniformis +

tratamento térmico. Os frutos tratados com Serenade + Tratamento térmico apresentaram

maior h® que Serenade sem tratamento térmico. Os tratamentos Imazalil + tratamento térmico

e Serenade + tratamento térmico apresentaram os frutos com maior h°® que o tratamento

térmico sozinho. O tratamento Imazalil apresentou maior h° que a testemunha sem tratamento

térmico (Tabela 22). Na segunda repeticdo do ensaio, ndo houve interacdo entre os fatores.
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Diferencas ocorreram apenas ap0s 28 dias de armazenamento onde frutos tratados com

imazalil apresentaram maior valor de h° (Tabela 23).

Tabela 21. Efeito do tratamento térmico associado a agentes de biocontrole no valor h° dos
frutos de laranja Péra. Primeiro experimento (14 dias de armazenamento).

Tratamento he
Testemunha 86,445 a
Imazalil 87,817 a
Bacillus subtilis 87,320 a
Bacillus licheniformis 86,188 a
Bacillus subtilis — Serenade 86,995 a
Com tratamento térmico 86,352 a
Sem tratamento térmico 87,554 a
CV (%) 2,562

Médias seguidas da mesma letra (coluna) ndao diferem estatisticamente entre si (Tukey ao nivel

de 5% de probabilidade).

Tabela 22. Efeito do tratamento térmico associado a agentes de biocontrole no valor h° dos
frutos de laranja Péra. Primeiro Experimento (28 dias de armazenamento).

hO

Tratamento ComTT SEMTT
Testemunha 80,567 aBC 80,877 aB
Imazalil 83,993 aA 83,757 aA
Bacillus subtilis 81,437 aB 80,917 aB
Bacillus licheniformis 78,803 bC 80,423 aB
Bacillus subtilis — Serenade 83,857 aA 80,800 bB
CV (%) 1,117

Médias seguidas da mesma letra mindscula (linha) e maitscula (coluna)

estatisticamente entre si (Tukey ao nivel de 5% de probabilidade).

ndo diferem



38

Tabela 23. Efeito do tratamento térmico associado a agentes de biocontrole no valor h° dos
frutos de laranja Péra. Segundo Experimento.

hO

Tratamento 14 dias 28 dias

Testemunha 90,538 a 76,938 b
Imazalil 92,590 a 82,588 a
Bacillus subtilis 90,780 a 76,695 b
Bacillus licheniformis 89,845 a 76,685 b
Bacillus subtilis — Serenade 90,597 a 77,287 b
Com tratamento térmico 91,069 a 78,494 a
Sem tratamento térmico 90,671 a 77,583 a
CV (%) 2,112 1,686

Médias seguidas da mesma letra (coluna) nao diferem estatisticamente entre si (Tukey ao nivel
de 5% de probabilidade).

4.4. Controle de Penicillium digitatum com agentes de biocontrole e tratamento térmico

em armazenamento a temperatura de 20 °C

No primeiro ensaio, na associacdo do tratamento térmico e os agentes
de biocontrole em temperatura de 20 °C de armazenamento com UR > 90%, o tratamento
térmico reduziu a AACPD. Os agentes de biocontrole ndo reduziram a AACPD. Novamente o
fungicida, neste caso o tiabendazol (485 g i.a. 100 L™), controlou o bolor verde,
independentemente da associacdo com o tratamento térmico (Tabela 24).
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Tabela 24. Efeito do tratamento térmico, associado a agentes de biocontrole, sobre a &rea
abaixo da curva de progresso da doenga (AACPD) do Bolor Verde causado por Penicillium
digitatum em laranja Péra. Ensaio em armazenamento dos frutos a 20 °C. Primeiro
experimento.

AACPD
Tratamento Com Tratamento Térmico Sem Tratamento Térmico
Testemunha 219,99 aBC 333,67 bB
Tiabendazol 0 aA 0 aA
Bacillus subtilis 265,72 aC 318,75 bB
Bacillus licheniformis 185,92 aB 319,06 bB
Bacillus subtilis — Serenade 212,62 aBC 316,02 bB
Sporodiobolus pararoseus 216,07 aBC 304,25 bB

CV (%) 12,97
Médias seguidas da mesma letra minudscula (linha) e maitscula (coluna) ndo diferem
estatisticamente entre si (Tukey ao nivel de 5% de probabilidade).

Na segunda repeticdo do ensaio, ndo houve interacdo entre os fatores,
o tratamento térmico reduziu a AACPD. Entre os tratamentos, apenas o tiabendazol foi efetivo

na redugdo da AACPD, porém também ndo evitou que ocorresse a doenca (Tabela 25).

Tabela 25. Efeito do tratamento térmico, associado a agentes de biocontrole, sobre a area
abaixo da curva de progresso da doenca (AACPD) do Bolor Verde causado por Penicillium
digitatum em laranja Péra. Ensaio em armazenamento dos frutos a 20 °C. Segundo
experimento.

Tratamento AACPD
Testemunha 31254 b
Tiabendazol 93,03 a
Bacillus subtilis 32519 b
Bacillus licheniformis 34298 b
Bacillus subtilis — Serenade 34463 Db
Sporidiobolus pararoseus 298,85 Db
Com Tratamento Térmico 268,60 a
Sem Tratamento Térmico 303,81 b
CV (%) 10,50

Médias seguidas da mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si (Tukey ao nivel de 5%
de probabilidade).
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No ensaio em que os frutos tratados termicamente foram tratados com
0s agentes de biocontrole ap6s o resfriamento, observou-se resultados similares. No primeiro
ensaio, ocorreu interacdo, sendo que apenas o tratamento térmico isoladamente e o Bacillus
licheniformis + Tratamento térmico reduziram a doenca quando comparado a ndo utilizagéo do

tratamento térmico. Entre os tratamentos, apenas o fungicida reduziu a AACPD (Tabela 26).

Tabela 26. Efeito do tratamento térmico, associado a agentes de biocontrole (tratados ap6s o
resfriamento dos frutos), sobre a area abaixo da curva de progresso da doenca (AACPD) do
Bolor Verde causado por Penicillium digitatum em laranja Péra. Ensaio em armazenamento
dos frutos a 20 °C. Primeiro experimento.

AACPD
Tratamento Com Tratamento Térmico Sem Tratamento Térmico
Testemunha 306,07 aA 363,61 bA
Tiabendazol 184,08 aB 142,59 aB
Bacillus subtilis 334,60 aA 357,15 aA
Bacillus licheniformis 294,73 aA 360,20 bA
Bacillus subtilis - Serenade 329,31 aA 353,90 aA

CV (%) 8,06
Médias seguidas da mesma letra minudscula (linha) e maitscula (coluna) ndo diferem
estatisticamente entre si (Tukey ao nivel de 5% de probabilidade).

No segundo ensaio ndo houve interagdo entre os fatores. O tratamento
térmico novamente reduziu a AACPD. Enquanto que entre os tratamentos, apenas o fungicida
reduziu a AACPD (Tabela 27).
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Tabela 27. Efeito do tratamento térmico, associado a agentes de biocontrole (tratados ap6s o
resfriamento dos frutos), sobre a area abaixo da curva de progresso da doenca (AACPD) do
Bolor Verde causado por Penicillium digitatum em laranja Péra. Ensaio em armazenamento
dos frutos a 20 °C. Segundo experimento.

Tratamento AACPD
Testemunha 326,71 b
Tiabendazol 87,61 a
Bacillus subtilis 31998 b
Bacillus licheniformis 32395 b
Bacillus subtilis — Serenade 33233 b
Com Tratamento Térmico 250,35 a
Sem Tratamento Térmico 305,88 Db
CV (%) 8,52

Médias seguidas da mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si (Tukey ao nivel de 5%
de probabilidade).
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5. DISCUSSAO

O potencial do tratamento térmico no controle de P. digitatum em pds-
colheita é reconhecido e os resultados do presente trabalho confirmam a informacéo, e
mostram que o tratamento térmico reduziu a AACPD do bolor verde (Tabela 1, 2, 24, 25, 26 e
27). Nafussi et al. (2001) verificaram que a imersdo de limdes em agua a 52-53 °C por 2
minutos, um ou dois dias apés a inoculagdo, inibiram em 100 e 90%, respectivamente, o bolor
verde por até seis dias. De maneira similar, trabalhando com toranja Oroblanco, Rodov et al.
(2000) verificaram que o tratamento com &gua a 52 °C por 2 minutos ou o tratamento de cura
(36 °C por 72 h) reduziram a incidéncia de doencas em pds-colheita, principalmente as
causadas por Penicillium, apés 15 semanas de armazenamento. A reducdo na incidéncia de
bolor verde, em tangerina Minneola, laranja Shamouti e toranja Star Ruby organicas, apds a
lavagem répida (20 segundos) com &gua a 56 °C e escovacdo simultanea, foi verificada por
Porat et al. (2000a). A imersdo de tangerinas por 2 minutos em agua a 56 °C reduziu em 80% a
incidéncia de P. digitatum (PUAWONGPHAT, NIAMJANG e SANGCHOTE, 2008). Esses
resultados mostram que o tratamento térmico pode ser utilizado, dentro de uma estratégia, para
a reducdo de residuos de pesticidas em frutos citricos e, inclusive obter o desejado residuo
zero de pesticidas em frutos.

Embora o tratamento térmico tenha reduzido o progresso da doenca,
foi demonstrado no presente trabalho que ele n&o evitou que a doencga ocorresse (Tabela 1, 2,
24, 25, 26 e 27). Similarmente em tangerinas Satsuma, o tratamento térmico a 52 °C, 55 °C e
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60 °C por, respectivamente, 120, 60 e 20 segundos, reduziu o desenvolvimento dos bolores
verde e azul, armazenados 21 dias a 5 °C e sete dias a 18 °C (HONG, LEE e KIM, 2007). O
tratamento térmico ndo causa a morte total dos conidios de Penicillium, pois o tratamento
desses a 52-53 °C, por dois minutos, seguidos da inoculagdo em limdes, ndo preveniu a
ocorréncia da doenca, mas houve um atraso no seu desenvolvimento (NAFUSSI et al., 2001).
Porat et al. (2000a) verificaram que os conidios de P. digitatum tém a germinacdo inibida
quando submetidos a temperaturas elevadas (59 e 62 °C) por curtos periodos (15 a 20
segundos, respectivamente), mas a 56 °C é apenas reduzida (tratamento por 20 segundos) e
atrasada (tratamento de 10 e 15 segundos). Assim, o tratamento térmico ndo é curativo, mas
sim fungistatico e ndo persistente (PALOU et al., 2002). Portanto, a temperatura do tratamento
térmico utilizada no presente trabalho ndo foi suficiente para erradicar o fitopatdgeno, mas
possivelmente reduziu a pressdo inicial de indculo e retardou o progresso da doenca. Esse
conhecimento é importante no desenvolvimento de estratégia de controle da doenga, indicando
a necessidade de associa¢do com outros métodos de controle.

O tratamento térmico com escovacdo (60 °C por 20 segundos) em
nectarinas, 24 h apos a inoculagdo com P. expansum, reduziu mais de 50% das unidades
formadoras de colénias do patogeno, refletindo em menor incidéncia da doenca nesses frutos
quando comparado ao tratamento logo apds a inoculacdo (KARABULUT et al., 2002). Os
autores completam que para Monilinia fructicola, ambos os tratamentos reduziram a doenca,
possivelmente pelo fato de apresentar a germinagdo mais rapida nos ferimentos (2-3 h) do que
P. expansum (15-24 h). Como a germinagdo dos esporos e a elongagdo do tubo germinativo
sdo mais sensiveis do que esporos dormentes ao tratamento térmico (FALLIK e LURIE,
2007), possivelmente, no presente estudo, o tratamento térmico uma hora apos a inoculagdo,
ndo causou grande efeito erradicante nos conidios, permitindo a ocorréncia da doenca.

A AACPD pode ter sido reduzida pela inducdo de resisténcia nos
frutos. Segundo Nafussi et al. (2001), frutos de liméo, feridos e inoculados, apresentaram um
aumento do depdsito de lignina no sitio de inocula¢do. Esse aumento foi maior quando os
frutos foram tratados com agua a 53 °C, atingindo 200% do valor inicial ap6s uma semana.
Adicionalmente, frutos tratados com o banho térmico, dois dias apds a inoculagdo com P.
digitatum, apresentaram aumento de escoparina e escopoletina. A quantidade de escoparina no

2° dia foi trés vezes superior a necessaria para inibir a elongagdo do tubo germinativo de P.
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digitatum. Os autores alertam que a sintese de lignina e fitoalexinas somente sdo estimuladas
pelo tratamento térmico se presente ferimentos ou patégeno nos frutos. No presente trabalho
ndo foram realizados estudos sobre a producdo de compostos indutores de resisténcia.

Ballester et al. (2010) verificaram que o ferimento seguido de
inoculagdo com P. digitatum em laranjas Navelate, 24 horas apés a realizagdo do tratamento
térmico com ar quente (37 °C por trés dias), aumentou a resisténcia dos frutos contra o bolor
verde, apds nova inoculagdo, trés dias apds o tratamento. Segundo os autores, a inducdo de
resisténcia deve-se a atividade de fenilalanina aménia-liase (parcialmente responsavel pelo
aumento de escoparina) e peroxidases soluveis. Ainda, aumentaram a defesa dos frutos p-1,3-
glucanase e quitinase isoformas. O tratamento de cura (sem ferir e inocular P. digitatum antes
do tratamento), ndo induziu resisténcia nos frutos contra posterior inoculagédo do fitopatdégeno
(BALLESTER et al., 2010). A inducdo de resisténcia a P. digitatum, em frutos de toranja,
tratados e escovados em agua a 62 °C por 20 segundos, foi demonstrada por Pavoncello et al.
(2001), mas a inducdo foi temporaria e rapida . Os autores completam que em temperatura de
53 °C ndo houve inducdo de resisténcia. Essa resisténcia pode estar associada a inducdo de
proteinas quitinases e B-1,3-glucanases. Assim, seria importante realizar estudos dessa
natureza nos proximos ensaios.

Quanto ao controle do bolor verde por meio dos agentes de
biocontrole, é conhecido que a maioria dos agentes de biocontrole em pés-colheita ndo é
erradicante, mas proporcionam protecdo dos frutos contra novas infecgdes. Assim, associar
outros métodos de controle ao bioldgico é necessario para obter sucesso pratico de controle da
doenca. Entretanto, de forma geral, os estudos s&o desenvolvidos apenas utilizando um dos
métodos de controle.

Na literatura sdo disponiveis diversos trabalhos demonstrando a
eficiéncia de bactérias do género Bacillus no controle de doencas de pés-colheita. Também
para o controle de Penicillium essas bactérias apresentam eficiéncia. Essa eficiéncia pode ser
constatada no trabalho de Hao et al. (2011) que verificaram que o tratamento de tangerina com
Bacillus amyloliquefaciens (HF-01), pouco antes da inoculacdo de P. digitatum e P. italicum,
reduziu a incidéncia das doengas. Além disso, in vitro, o antagonista apresentou acao
antifungica contra esses fitopatogenos. Leelasuphakul, Hemmanee e Chuenchitt (2008)

também verificaram que o tratamento de frutos citricos com enddsporos de B. subtilis 155 ou
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seus metabodlitos reduziram a incidéncia, severidade e retardaram o inicio dos sintomas do
bolor verde. O controle s6 ocorreu quando os frutos foram tratados antes (melhor acdo de
endosporos) ou junto (melhor acdo dos metabdlitos secundérios) da inoculagdo com
fitopatdgeno. Quando tratado 24 h ap6s a inoculagdo com o fitopatdgeno, ocorreu elevada
incidéncia da doenga. Segundo os autores, isso se deve aos enddsporos necessitarem um
periodo para iniciarem as atividades, enquanto os metabdlitos estdo prontamente ativos contra
P. digitatum. Esses resultados estdo de acordo com o do presente trabalho, pois todos os
produtos utilizados continham enddsporo de Bacillus (Tabela 1, 2, 24, 25, 26 e 27).

A importancia do momento do tratamento com esses organismos pode
ser verificada no trabalho de Arrebola, Jacobs e Korsten (2010). Esses autores demonstraram
que a aplicacdo de B. amyloliquefaciens (PPCB004) em frutos de laranja (24 h antes ou depois
da inoculagdo com o fitopatdgeno) apresentou controle diferenciado, variando com o
patdégeno. Para Colletotrichum gloeosporioides a aplicacdo apds a inoculacdo apresentou
melhor controle. Para P. crustosum e Alternaria citri, melhor controle foi obtido com a
aplicacdo do antagonista antes da inoculagdo. Assim, possivelmente no presente trabalho
poderia ter ocorrido controle superior se o tratamento com 0s antagonistas tivesse ocorrido
antes da inoculacéo.

De 10 isolados de leveduras e 10 de Bacillus, selecionados para
controle de P. digitatum em limdo, laranja Naval e Valéncia, todos reduziram a doenga em
pelo menos uma cultivar, quando aplicados 3 antes da inoculagdo com P. digitatum. Porém
quando aplicados trés horas apds a inoculagdo ndo houve reducdo da doenca (ABRAHAM,
LAING e BOWER, 2010). Os autores completam que as leveduras, quando aplicadas antes da
inoculacdo do fitopatdgeno, ocupam os ferimentos dos frutos e utilizam todo o nutriente
liberado, evitando que ocorram estimulos para a germinacdo dos esporos de P. digitatum, isso
ndo ocorre quando aplicado apds a inoculagdo. No presente estudo, pode ter ocorrido algo
semelhante, onde os conidios de P. digitatum germinaram e ocuparam o sitio de infecgédo antes
dos agentes de biocontrole (Tabela 1, 24, 25, 26 e 27). Uma excec¢do pode ter ocorrido na
primeira repeticdo do experimento simulando sistema comercial em temperatura de
armazenamento de 10 °C, onde os isolados podem ter ocupado parte do sitio de inoculagéo
antes do estimulo da germinacéo, reduzindo a AACPD (Tabela 2).
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E comum a inconsisténcia de resultados em ensaios com agentes de
biocontrole, conforme pode ser verificado nas Tabela 1 e 2 do presente trabalho. Brown, Davis
e Chambers (2000) obtiveram controle de P. digitatum com Candida oleophila (Aspire®) em
apenas dois de quatro ensaios, quando o agente de biocontrole e o patégeno foram aplicados
simultaneamente em ferimentos de laranja. Puawongphat, Niamjang e Sangchote (2008)
trabalhando com Candida utilis verificaram que o bioagente reduziu em 100% a incidéncia de
P. digitatum quando tratados 12-24 h antes da inocula¢do do patdégeno tangerina. Quando 0s
frutos foram tratados 6 h antes ou menos, ou apos a inocula¢do do patégeno, o controle foi
reduzido gradualmente. Quando aplicado 24 h antes de P. digitatum, C. famata elicita a
formacéo de fitoalexinas em grandes quantidades. No entanto, esse modo de acédo € limitante,
pois a biossintese € lenta, comecando a ter acdo fungistatica apenas dois dias apds o
tratamento (ARRAS, 1996). O autor completa que a biossintese de fitoalexinas é dependente
da espécie de fruto citrico, tamanho do ferimento, levedura antagdnica, concentracdo e tempo
de inoculagdo. Assim, diversos fatores podem causar variacdes nos resultados, como os
obtidos no presente estudo.

Embora a maioria dos resultados foi negativo quanto a possivel acdo
curativa dos agentes de biocontrole testados, nosso maior objetivo foi testar a hipdtese da
integracdo dos métodos de controle, onde o tratamento térmico supostamente reduziria a fonte
de indculo, permitindo a ocupacdo do sitio de infeccdo pelos agentes de biocontrole,
principalmente com Bacillus que apresenta tolerancia a altas temperaturas. Observou-se que
apenas na primeira repeticdo do experimento em temperatura de armazenamento de 10 °C o
tratamento térmico aumentou a eficiéncia dos agentes de biocontrole (Tabela 1). Entretanto,
outros autores obtiveram sucesso com essa integracdo. A reducgéo da incidéncia do bolor verde
e azul foi atingida com a adogdo do tratamento térmico (45 °C por 2 minutos) seguido do
tratamento com B. subtilis (F1, L2 ou L2-5). A associacdo dos bioagentes com o tratamento
térmico atingiu niveis de controle semelhantes ao fungicida (OBAGWU e KORSTEN, 2003).
A associacdo de tratamento térmico (60 °C por 40 segundos) com B. subtilis (CPA-8)
apresentou sinergismo no controle de Monilinia laxa em péssegos incubados por cinco dias a
20 °C (CASALS et al., 2010).

O potencial aumento da eficiéncia de Bacillus no controle de doengas

em pdés-colheita, quando associados com o tratamento térmico, pode ser devido ao tratamento
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térmico eliminar parte dos conidios enquanto o agente de biocontrole protege o fruto de
conidios sobreviventes. Casals et al. (2010) verificaram que o mesmo tratamento ndo surtiu
efeito quando os frutos foram armazenados por 21 dias a 0 °C e, seguidamente submetidos a
20 °C por 5 dias. Segundo eles, possivelmente o B. subtilis apresenta baixo crescimento nesta
temperatura e ndo controla a doenca, enquanto que M. laxa desenvolve-se normalmente. No
entanto, Govender, Korsten e Sivakumar (2005), em frutos de manga, recuperaram B.
licheniformis em tratamento integrado com tratamento térmico (45 °C por 5 minutos),
prochloraz e cera, seguido do armazenamento a 10 °C por 21 dias. A populacdo apenas
diminuiu quando os frutos foram seguidamente armazenados, em temperatura de 20 °C por
sete dias. Hao et al. (2011) obtiveram resultados que a populacdo de Bacillus
amyloliquefaciens foi elevada tanto em 25 °C (96 horas) quanto a 6 °C (28 dias).

Devido a esses resultados de diferengas entre adaptacdo de Bacillus a
temperaturas (CASALS et al., 2010; GOVENDER, KORSTEN e SIVAKUMAR, 2005) e o
potencial P. digitatum desenvolver-se em temperaturas abaixo de 10 °C (FEICHTENBERGER
et al., 2005), foram instalados dois ensaios para testar se a temperatura de 10 °C desfavoreceu
os isolados de Bacillus testados. Nestes ensaios, 0 armazenamento dos frutos tratados foram a
20 °C. No entanto, os resultados continuaram mostrando que os agentes de biocontrole ndo
reduziram o progresso da doenca, assim a temperatura ndo foi um fator fundamental na falha
do controle da doencga (Tabela 24 e 25). Foi observado que no segundo ensaio, o0s frutos
deterioraram mais rapidamente, inclusive o tratamento com fungicida mostrando moderada
AACPD, possivelmente pelo motivo dos frutos estarem em estagio de maturagdo mais
avancado, sendo mais suscetiveis ao ataque do patogeno.

Com a hipotese de que o resfriamento dos frutos em &gua em
temperatura ambiente, apds o tratamento térmico com agentes de biocontrole, poderia remover
0s agentes de biocontrole, outros dois ensaios foram realizados, em que os tratamentos com 0s
agentes de biocontrole foram realizados ap0s o resfriamento dos frutos. Os dados mostram que
ndo ocorreu nenhuma melhora no controle da doenca (Tabela 26 e 27).

A conclusdo é que os agentes de biocontrole testados ndo exercem
controle curativo, ap0s a inoculacdo do fitopatdgeno, mesmo quando associado ao tratamento

térmico.
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Quando avaliado o controle de podridées de ocorréncia natural em
pos-colheita, os agentes de biocontrole ndo exerceram controle, mais uma vez mostrando ndo
serem eficientes no controle curativo contra patdgenos ja estabelecidos.

Por sua vez, o tratamento térmico apresentou grande reducdo, tanto
sozinho quanto associado aos agentes de biocontrole, mas apenas no primeiro ensaio. 1sso
evidenciando a maior agdo contra patdgenos ja estabelecidos, do que esporos ndo germinados.
Desse modo, comprova-se que o tratamento térmico é uma excelente ferramenta utilizada no
recebimento dos frutos no “packinghouse” a fim de reduzir o potencial de in6culo vindo do
campo. O efeito do tratamento térmico nessas condi¢cBes tem seu potencial no controle de
doencas em pos-colheita de citros reconhecido (HONG, LEE e KIM, 2007; OBAGWU e
KORSTEN, 2003; PORAT et al., 2000a), principalmente contra P. digitatum (NAFUSSI et
al., 2001), o principal patdgeno detectado causando doenca naturalmente no presente
experimento. No entanto, no segundo ensaio ndo foi observada esta reducdo do tratamento
térmico comparado a testemunha (sem qualquer tratamento), porém a testemunha apresentou
incidéncia reduzida no segundo ensaio comparado ao primeiro, possivelmente sendo a causa
da ndo observacéo de diferengas.

De um modo geral, a qualidade dos frutos, avaliada por diversas
caracteristicas, ndo foi alterada pelos tratamentos, tanto térmico, quanto biolégico (Tabela 5 a
23). Esses resultados estdo de acordo com diversos disponiveis na literatura. Porat et al.
(2000b) também n&o verificaram diferencas na acidez e solidos sollveis totais em frutos de
toranja Star Ruby, apos tratadas com imersdo em agua quente (53 °C por 2-3 min.) ou lavagem
e escovacao em agua quente (55 °C e 60 °C por 30 seg.), seguido de armazenamento por seis
semanas a 2 °C e uma semana a 20 °C. Também Hong, Lee e Kim (2007) verificaram que o
tratamento com agua quente a 52°C (2 min), 55 °C (1 min) ou 60 °C (20 seg.) ndo alterou as
propriedades quimicas, como pH, sélidos soluveis, acidez, ratio, perda de peso, firmeza, L*,
C* e °h da tangerina satsuma.

No presente estudo foi observada uma maior firmeza dos frutos pelo
tratamento térmico apdés 14 dias de armazenamento, no primeiro experimento (Tabela 13).
Resultados semelhantes foram observados por Rodov et al. (2000) quando toranjas Oroblanco,
acondicionadas em embalagens plasticas ou selados individualmente, ap6s o tratamento

térmico a 52 °C por dois minutos apresentaram maior firmeza dos frutos. Segundo os autores,
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0 tratamento térmico pode inibir enzimas responsaveis pelo amolecimento do fruto ou mesmo
elicitando o fortalecimento da parede celular, como exemplo pela lignificagdo. No entanto,
apos 28 dias de armazenamento ndo foi observada diferenca da firmeza da polpa. No segundo

experimento também nédo foram observadas diferencas.
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6. CONCLUSOES

1. Os agentes de biocontrole avaliados (Bacillus subtilis, Bacillus
licheniformis e Sporodiobolus pararoseus) ndo foram eficazes no controle do bolor verde,
independente do tratamento térmico, junto de laranjas Péra.

2. A qualidade fisico-quimica dos frutos de laranja Péra ndo foi afetada
pelos tratamentos avaliados.

3. O tratamento térmico reduziu o progresso do bolor verde em frutos
de laranja.
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