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RESUMO

Os bolores verde e azul, causados pelos fungos Penicillium digitatum Sacc e Penicillium
italicum Wehmer, respectivamente, tem causado danos nos frutos citricos, depreciando-0s
para 0 comércio in natura. Objetivou-se com este estudo avaliar o uso de 6leos essenciais
(OEs), extraidos de casca de limdo (Citrus limon L. Burmann f.), no controle desses
patogenos. Foram avaliados os OEs extraidos de quatro gendtipos de limédo: Amber, Eureka,
Harvey e Siciliano. No experimento 1, o controle do P. digitatum pelos OEs foi testado in
vitro, pelo método de difusdo em &gar. O ensaio foi instalado em delineamento inteiramente
casualizado (DIC), em esquema fatorial 4x3, sendo quatro genotipos de limao para extracdo
do OE, trés concentracdes de OF (4, 8 e 16 pL mL™Y), com trés repeticdes. As avaliacoes
das placas foram realizadas, por sete dias. A porcentagem de inibicdo do crescimento
micelial foi calculada para cada concentracdo em relagdo a testemunha. No experimento 2
foram realizados dois ensaios em pos-colheita para avaliacdo do controle dos fungos P.
digitatum (1) e P. italicum (2) em frutos de lima acida Tahiti. Os experimentos foram
instalados em DIC, em esquema fatorial 2x4x3, sendo dois métodos de controle (preventivo
e curativo), quatro gendtipos de liméo para extracdo do OE e trés concentragcdes de OE (0,
8 e 16 pL mll), com trés repeticGes por concentracdo, e dez frutos por repeticdo. No
tratamento preventivo foi aplicado em cada ferimento do fruto 20 pl da solugdo com OE +
Tween 80 (1%) e, ap6s 24 horas foi inoculado nos ferimentos 20 pl de uma suspensdo do
patdgeno (1x10° conidios/ml para P. digitatum e 1x10* conidios/ml para P. italicum). No
controle curativo, foram inoculados os fungos e depois as solu¢cdes com OE + Tween 80
(1%). Apos a inoculacdo do patogeno foram realizadas as medicGes das lesbes das doencas,
ao longo de um periodo de sete dias. As medidas obtidas foram usadas para determinacdo da
area abaixo da curva de progresso da doenca (AACPD). Os dados das avaliacGes foram
submetidos a analise de variancia e comparados pelo teste de Tukey a 5 % de probabilidade.
Observou-se no ensaio in vitro que ndo houve diferenca estatistica entre os gendtipos, a
partir do dia 4, nas concentragdes de 8 ¢ 16 puL. Nos ensaios pos-colheita, com o fungo P.
digitatum (1), o genétipo Amber apresentou maior inibi¢do fungica na concentracéo de 16
uL. Para o fungo P. italicum (2), nas concentragoes de 8 ¢ 16 uL, a AACPD foi menor no
método de controle curativo comparado ao preventivo. Conclui-se, no teste in vitro, que 0s
OEs nas concentragdes 8 e 16 ulL apresentaram maior inibi¢do do crescimento do
Penicillium digitatum. Em pés-colheita, o gendtipo Amber, na concentragdo 16 ulL, método
curativo, destacou-se pela maior inibi¢do fungica do Penicillium digitatum. O tratamento
curativo mostrou superioridade na inibi¢cdo dos fungos em comparagao ao preventivo.

Palavras-chave: Citrus limon; pds-colheita, fungicida, lima acida Tahiti.



ABSTRACT
Green and blue molds, caused by the fungi Penicillium digitatum Sacc and Penicillium

italicum Wehmer, respectively, have caused damage to citrus fruits, devaluing them for
fresh trade. The objective of this study was to evaluate the use of essential oils (EOs),
extracted from lemon peel (Citrus limon L. Burmann f.), in the control of these pathogens.
EOs extracted from four lemon genotypes were evaluated: Amber, Eureka, Harvey and
Siciliano. In experiment 1, the control of P. digitatum by EOs was tested in vitro, using the
agar diffusion method. The trial was carried out in a completely randomized design (DIC),
in a 4x3 factorial scheme, with four lemon genotypes for EO extraction, three EO
concentrations (4, 8 and 16 puL mL™), with three replications. Plaque evaluations were
carried out for seven days. The percentage of inhibition of mycelial growth was calculated
for each concentration in relation to the control. In experiment 2, two post-harvest tests
were carried out to evaluate the control of the fungi P. digitatum (1) and P. italicum (2) on
Tahiti acid lime fruits. The experiments were carried out in DIC, in a 2x4x3 factorial
scheme, with two control methods (preventive and curative), four lemon genotypes for EO
extraction and three EO concentrations (0, 8 and 16 uL mlt), with three repetitions per
concentration, and ten fruits per repetition. In the preventive treatment, 20 ul of the solution
with EO + Tween 80 (1%) was applied to each wound of the fruit and, after 24 hours, 20
ul of a suspension of the pathogen (1x10° conidia/ml for P. digitatum and 1x10* conidia/ml
for P. italicum). In the curative control, fungi were inoculated and then solutions with EO
+ Tween 80 (1%). After pathogen inoculation, measurements of disease lesions were
carried out over a period of seven days. The measurements obtained were used to determine
the area under the disease progress curve (AACPD). The evaluation data were subjected to
analysis of variance and compared using the Tukey test at 5% probability. It was observed
in the in vitro test that there was no statistical difference between the genotypes, from day
4 onwards, at concentrations of 8 and 16 pL. In post-harvest trials, with the fungus P.
digitatum (1), the Amber genotype showed greater fungal inhibition at a concentration of
16 pL. For the fungus P. italicum (2), at concentrations of 8 and 16 uL, the AACPD was
lower in the curative control method compared to the preventive one. It was concluded, in
the in vitro test, that EOs at concentrations 8 and 16 pL showed greater inhibition of the
growth of Penicillium digitatum. In post-harvest, the Amber genotype, at a concentration
of 16 pL, curative method, stood out for its greater fungal inhibition of Penicillium
digitatum. Curative treatment showed superiority in inhibiting fungi compared to

preventive treatment.

Keywords: Citrus limon; post-harvest, fungicide, Tahiti acid lime.
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1. INTRODUCAO

A citricultura destaca-se globalmente como uma atividade agricola, especialmente no
Brasil, que ocupa uma posi¢do proeminente entre as culturas frutiferas, contribuindo
substancialmente tanto para o mercado interno de frutas frescas quanto para a exportagédo de
suco concentrado, tanto em volume quanto em valor de producdo (CARVALHO et al., 2019).
O Brasil € o quarto maior produtor mundial de limas e limdes, tendo produzido em torno de
um milh&o e sessenta e trés mil toneladas, em 2022 (FAOSTAT, 2024). A India é a maior
produtora mundial de limas e limdes, alcancando uma producdo de mais de trés milhdes e
setenta e sete toneladas, em 2022 (FAOSTAT, 2024).

As doencas de pos-colheita, na citricultura, sdo um fator importante para a reducgéo
na quantidade de frutos disponiveis para o mercado consumidor, resultando em uma
diminuigdo na qualidade ou quantidade de frutos, manifestando-se desde o momento da
colheita até a chegada ao consumidor final (FISCHER et al., 2007). Os fungos, responsaveis
pelos bolores, sdo o0s principais agentes etiologicos causadores de perdas na pds-colheita,
variando entre 25% e 50% da producdo total (SPADARO, DROBY, 2016).

Assim, os principais bolores responsaveis pelos danos em pés-colheita, sdo o bolor
verde, causado pelo fungo Penicillium digitatum Sacc. e o bolor azul, Penicillium italicum
Wehmer. Para combater esses patdgenos tém sido adotadas praticas agricolas para reduzir o
inéculo no campo, como o tratamento quimico, a irradiacdo e a termoterapia (FRANCO,
BETTIOL, 2002). Os fungicidas quimicos como o tiabendazol e imazalil sdo amplamente
utilizados para minimizar as perdas ocorridas em frutos na pos-colheita, isoladamente ou
misturados (BOUBAKER et al., 2009). No entanto, alternativas tém sido pesquisadas para
diminuir a dependéncia de fungicidas quimicos, uma dessas medidas pesquisadas tem sido
os 6leos essenciais (OEs).

Vaérios estudos comprovam o efeito de OEs extraidos de plantas que atuam como
fungicidas naturais, inibindo a atividade de fungos e ndo deixando residuos toxicos ao
homem (PEREIRA et al., 2006; ARAUJO NETO et al., 2012). Estes atuam tanto pela ag&o
fungitoxica direta, inibindo o crescimento micelial e a germinacdo de esporos, quanto pela
inducdo de fitoalexinas nas plantas, indicando a presenca de compostos com caracteristicas
de elicitores (SALGADO et al., 2003; BRUM et al., 2012; BIGATON et al.,2013).

Os OEs podem ser extraidos de plantas através da hidrodestilacéo por arraste a vapor,
na grande maioria das vezes, e pela prensagem do pericarpo de frutos citricos. Flores, folhas,
cascas, rizomas e frutos sdo matérias-primas para sua producao, a exemplo dos OEs de rosas,
eucalipto, canela, gengibre e laranja, respectivamente. Os OEs possuem grande aplicagéo na
perfumaria, cosmetica, alimentos e como coadjuvantes em medicamentos (B1ZZO et al.,
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2009).

Em citros, os OEs sdo geralmente obtidos por prensagem a frio, como subproduto do
processo de fabricacdo de suco (BIASI, DESCHAMPS, 2009) e por arraste a vapor (SIMAS
et al., 2015) e, em geral, contém grandes quantidades de terpenos, sendo o d-limoneno o
principal componente desta fracdo (BERGER et al., 2002). O OE de limdo € um dos mais
importantes agentes odorizantes, largamente usado em perfumaria, bebidas alcodlicas,
refrigerantes, doces, balas, sorvetes, gelatinas e massas (TEIXEIRA et al, 2013), podendo
ser usado na industria farmacéutica e materiais de limpeza (SIMAS et al., 2015),
apresentando atividades antimicrobianas (BAKKALI et al., 2008, TRANCHIDA et al.,
2012).

Assim, o OE surge como uma possivel alternativa ao tratamento quimico tradicional,
para o manejo do bolor verde (P. digitatum) e do bolor azul (P. italicum), onde a utilizagao
de fungicidas sintéticos é um dos principais métodos de controle, podendo selecionar fungos
fitopatogénicos resistentes (SILVA et al., 2008b).

2. HIPOTESE

A aplicacdo de OEs extraidos da casca de limdo, em concentracfes especificas,
exercerdo atividade antifungica sob os fungos P. digitatum e P. italicum, causador do bolor
verde e bolor azul, respectivamente, permitindo o desenvolvimento de novos produtos, a base

de OEs, como uma alternativa que possa ser utilizada na pds-colheita dos citros.

3. REVISAO DE LITERATURA
3.1.  Citricultura e os limdes

A cadeia produtiva de citros desempenha um papel vital na estrutura agroindustrial
do Brasil, sendo crucial para a economia do pais em virtude da demanda econémica gerada
pela comercializacdo das frutas. Além de impulsionar a arrecadacdo de receitas, esse setor
exerce uma influéncia na criacdo de empregos, tanto de maneira direta quanto indireta,
contribuindo de maneira notavel para o equilibrio da balanga comercial nacional, tanto no
fortalecimento do capital quanto no desenvolvimento regional (ZULIAN et al., 2013).

Tratando-se da producdo mundial de citros, a China é o maior produtor mundial
seguida pelo Brasil e Unido Europeia, sendo que a laranja € a principal fruta citrica cultivada
no mundo (VIDAL, 2021). Mediante aos limdes e limas, o maior produtor mundial é a india,
tendo produzido em torno de sessenta e um milhdes de toneladas, em 2022 (FAOSTAT,
2024).

A origem de muitas plantas citricas, como os limdes e limas pode ser rastreada ate a
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Asia (PREVIDELI, ALMEIDA, 2020). Estes frutos, compde o género Citrus, sendo o maior
dentro da familia Rutaceae, abrangendo plantas perenes que podem ser arbustos ou arvores,
variando de 3 a 15 metros de altura. Essas plantas possuem folhas coriaceas, ovais ou
elipticas, e algumas apresentam espinhos (KLIMEKSZCZYKUTOWICZ, SZOPA,
EKIERT, 2020).

O limdo (Citrus lemon L. Burmann f.), chamado de limdo verdadeiro, é fonte
vitamina C, B1, B2, B3 fibras, vérias outras vitaminas e minerais. Uma de suas principais
substancias é o d-limoneno, encontrado na casca, se trata de um dos constituintes dos 6leos
essenciais. Além de que, estes frutos possuem flavonoides, com acéo antioxidante, que séo
responsaveis por determinar a atividade bioldgica do C. lemon (VIEIRA, et al. 2017,
KODJOH, 2022).

Portanto, muitos usos sdo atribuidos ao lim&o, seja na industria alimenticia para
producdo de suco concentrado, rico em potassio e vitamina C, usado em refrigerantes,
bebidas alcodlicas, bolos e doces. Também séo utilizados para obtencdo de 6leos essenciais,
pectina e acido citrico, este que € usado na fabricacdo de queijos e geleias, na conservagdo e
branqueamento de alimentos (SILVA, 2008a).

3.2.  Pos-Colheita e suas principais doencas em citros

O periodo pos-colheita compreende desde a colheita das frutas no campo até o seu
consumo em estado in natura, preparado ou transformado industrialmente. A qualidade dos
frutos, incluindo citricos, depende de fatores intrinsecos e manipulaces durante a colheita.
A "qualidade potencial” no momento da colheita pode ser preservada ou deteriorada com
tratamentos subsequentes. Processos como colheita, transporte e processamento impactam a
vida pos-colheita, mesmo com tecnologias avancgadas. Portanto, como desafio busca-se
minimizar estresses para garantir que os frutos cheguem ao destino mantendo suas
caracteristicas originais (POZZAN, 2004).

Chitarra e Chitarra (1990) classificam as perdas pés-colheita em trés categorias:
fisiologicas (inevitaveis e ligadas a fatores internos), mecénicas (ferimentos aumentam as
perdas fisioldgicas) e microbioldgicas (ataques de microrganismos, especialmente fungos em
citros). A aparéncia externa dos frutos é critica para os consumidores, superando as vezes as
caracteristicas organolépticas. Os autores Ghooshkhaneh, Golzarian, Mamarabadi (2018)
afirmam que evitar pragas e doencas que afetem o aspecto visual é crucial durante a produgéo
no campo. Além de que, reduzem o periodo de prateleira e a qualidade dos frutos.

Para preservar a qualidade dos frutos frescos apos a colheita, é necessario armazena-
los em condi¢des adequadas de temperatura e umidade relativa. Assim, a refrigeracéo
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destaca-se como uma estratégia eficaz para preservar a qualidade e prolongar a
disponibilidade comercial dos produtos hortifruticolas. As principais fungdes desse processo
incluem a retardacdo dos processos metabdlicos, a diminuicdo da desidratacdo e da
ocorréncia de podriddes (BRACKMANN et al. 2008).

Além disso, é crucial realizar uma higienizacdo apropriada e a desinfestacdo dos
locais de armazenamento dos frutos, para reduzir os riscos associados aos inoculos de
patdgenos presentes na superficie da fruta proveniente do campo (VERO et al., 2016).
Segundo Fischer et al. (2008), a quantidade de esporos presente nas instalagdes de
processamento de citros desempenha um papel decisivo nos niveis de deterioracdo,
especialmente no caso das causadas por patégenos que penetram por meio de ferimentos.

Os problemas causados pelas podriddes, representam a principal fonte de danos no
pos-colheita de frutas citricas, manifestando-se desde 0 momento da colheita até a chegada
ao consumidor final. As principais doencas que ocorrem no pos-colheita de citros sdo 0s
bolores verde e azul, causados por P. digitatum e P. italicum, respectivamente, de maneira
secundaria tem-se outras doencas, como as podridfes pedunculares (Diaporthe citri e
Lasiodiplodia spp.), a podridao negra (Alternaria spp.), a podridao-parda (Phytophthrora
spp.) e a podriddo azeda (Geotrichum citri-aurantii) (JUNIOR et al., 2015).

O bolor verde, ocorre em todas as regiées do mundo, manifesta-se principalmente em
laranjas e tangerinas. A infeccdo ocorre através de ferimentos que atuam como porta de
entrada para o patégeno (NASCIMENTO et al., 2014). Esse fungo libera esporos de forma
abundante, encontrados em frutas contaminadas, e se dispersam ao longo de diversas etapas,
incluindo no campo, durante o processo de embalagem, resfriamento, transporte e
armazenamento. Os sintomas iniciais se manifestam através de manchas suaves e aquosas,
seguidas por presenca de micélio branco e esporos de tonalidade verde-oliva. A regido de
esporulacdo é circundada por halos compostos de micélio branco e aquoso. A medida que a
deterioracdo avanca, a totalidade da fruta é envolvida por uma quantidade consideravel de
esporos, os quais se dispersam facilmente pelo ar (FISCHER et al., 2008). A temperatura
6tima para desenvolvimento da doenca esta entre 20 e 25 °C (BURITICA et al. 2019).

O bolor azul, acomete todas as regides produtoras de citros do mundo, e todas as
variedades citricas, todavia em locais em que a temperatura se encontra acima de 10°C, a
doenca se torna menos efetiva (BURITICA et al., 2019). Dentre os sintomas estdo, podriddes
moles nos frutos, recobrindo-os com micélio branco e grande nimero de esporos com a
coloragéo azul, com o passar do tempo, o local do sintoma, torna-se esverdeado, se
assemelhando com o bolor verde. Em frutas armazenadas, a podriddo azul pode se propagar
de um fruto para outro por meio do contato, j& que enzimas produzidas pelo fungo dissolvem
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a cuticula do fruto adjacente (LARANJEIRA et al., 2005). A progressao da doenca atinge
seu ponto ideal em temperaturas de 22 a 24 °C; no entanto, € mais prevalente em frutas
armazenadas em condigdes refrigeradas (PLAZA et al. 2003).

As espécies de Penicillium se alimentam absorvendo substancias orgéanicas
provenientes de matéria organica em decomposi¢do em pomares e em outros ambientes, na
fase de conidios. A propagacao das infec¢fes tem sua origem nos conidios carregados pelo
vento, que alcangam os frutos, penetrando por meio de ferimentos. No entanto o P. italicum
consegue adentrar através da cuticula. Se tratando de doencas de pds-colheita, os bolores
possuem maior relevancia econémica, afetando principalmente frutos em estagios avancados
de maturacdo. Todavia, os frutos também podem ser acometidos durante a colheita, nas
atividades de processamento, armazenamento e transporte (KIMATI et al., 1997).

O manejo dos fungos pés-colheita envolve a aplica¢do de produtos quimicos, como
fungicidas, para diminuir os inoculos na superficie dos frutos, inibindo a esporulacdo e
dispersdo de esporos. O controle de patégenos como P. italicum e P. digitatum, responsaveis
pelos bolores azuis e verdes, depende do uso regular de fungicidas quimicos. Esse método
pode levar ao desenvolvimento de resisténcia nos patdgenos, devido a seletividade dos
fungicidas, que aumentam sua eficiéncia sistémica, mas também os tornam vulneraveis. I1sso
acontece, pois, os fungos podem desenvolver resisténcia com o uso frequente de fungicidas
quimicos com o mesmo principio ativo, além de apresentar riscos toxicologicos, incluindo a
mortalidade de organismos ndo-alvo e impactos ambientais (BERGAMIN, AMORIM, 2011,
TALIBI et al., 2014).

Atualmente, buscam-se abordagens alternativas para o controle dos fungos pos-
colheita, como evidenciado no estudo de Zhang et al. (2022). Nesse trabalho, foram avaliados
produtos bioldgicos, incluindo o uso de um produto fermentado derivado de Aspergillus
aculeatus, que demonstrou eficicia antifungica contra P. italicum. Adicionalmente, em suas
pesquisas, Benato et al. (2018) constataram que a exposi¢do de P. digitatum a distintas
concentracdes de dleos essenciais, como 0s provenientes de capim-limédo, canela e palma-

rosa, resultou na reducgédo do crescimento do patogeno.

3.3.  Oleos essenciais e atividade antiftingica
Oleos essenciais sdo liquidos aromaticos extraidos de plantas (flores, botdes,
sementes, folhas, galhos, cascas, ervas, madeira, frutos e raizes) por diversos métodos,
todavia 0 mais comum ¢é a destilacdo a vapor. O termo "6leo essencial” foi cunhado por
Paracelsus von Hohenheim no século XVI. Cerca de 3.000 6leos sdo conhecidos, com
aproximadamente 300 sendo comercialmente relevantes. Alguns desses possuem
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propriedades antimicrobianas (BURT, 2004). Estes sdo substancias volateis presentes nas
plantas, reconheciveis pelo seu odor caracteristico, e consistem em misturas complexas de
terpenos, sesquiterpenos, e outros compostos (SIMOES et al., 2007).

Os 06leos essenciais, extraidos de 6rgaos vegetais, desempenham funcdes cruciais
para a sobrevivéncia das plantas em seus ambientes naturais. Contribuem significativamente
na defesa contra microrganismos, predadores e atracdo de polinizadores. As bolsas secretoras
sdo encontradas em diversas partes da planta, sendo sua localizagdo uma caracteristica
distinta entre grupos boténicos. A volatilidade e insolubilidade em &gua, juntamente com a
solubilidade em solventes organicos, permitem sua identificacdo e isolamento (COSTA,
1994).

A origem desses compostos se da através de dois precursores distintos: o acetil-CoA
e 0 acido chiquimico. O acetil-CoA é o precursor dos terpenoides, que representam a maior
parte da composicdo quimica dos 0leos essenciais. Por outro lado, o acido chiquimico serve
como precursor dos fenilpropanoides, que sdo compostos aromaticos (GOMES, 2011). O d-
limoneno, componente principal dos OEs, se trata de um terpeno, sua sintese se da a partir
do acetil-CoA, faz parte de uma grande classe do metabolismo secundario, extraido de frutos
citricos, possui propriedades anticancerigenas, atuando na morte das células cancerosas e
inibindo seu crescimento. Além disso, € utilizado como herbicida, inseticida e fungicida,
tendo diversas aplicagfes industriais, como solvente e matéria-prima para compostos
quimicos. Na industria farmacéutica e alimenticia, € empregado como componente aromatico
e saborizante (STEFFENS, 2010).

Os compostos presentes nos OEs tém o potencial de agir diretamente nos patégenos,
modificando o potencial transmembrana, diminuindo a sintese de ATP e causando danos
significativos no DNA e nas mitocondrias. Essas agOes levam ao controle do
desenvolvimento de fungos fitopatogénicos, reduzindo o crescimento micelial, a esporulacéo
e a germinacao dos esporos. Além disso, é destacado que componentes presentes nos 6leos
essenciais podem ativar mecanismos de defesa nas plantas, proporcionando resisténcia contra
patogenos (BAKKALI et al., 2008; MAZARO et al., 2008; PIATI et al., 2017). Conforme
apontado por Lopes et al. (2001), certos terpenos encontrados nos Gleos essenciais tém a
capacidade de tornar a membrana celular do fungo permeével, resultando no escape de seu
conteddo.

A composicao quimica dos 0leos essenciais pode ser influenciada por varios fatores,
incluindo regido geografica, clima, tipo de solo, exposicdo solar e niveis de precipitacao.
Essas varidveis resultam em diferentes quimiotipos, que se referem a mesma espécie,
subespécie ou variedade de um organismo, mas que apresentam distintos metabolitos
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secundarios ou a mesma composicao, porém em diferentes quantidades (POLATOGLU,
2013).

Quanto a obtencdo dos Oleos, a destilagdo por arraste a vapor é o método mais
tradicional utilizado para extracdo. Amplamente empregada pela inddstria devido a sua
vantagem econémica em compara¢do com metodos mais avancados, como a extracdo com
fluido supercritico, a técnica de destilacdo por arraste a vapor envolve a vaporizagao a
temperaturas mais baixas do que as de ebuligdo dos componentes volateis, induzida por uma
corrente direta de vapor de agua. Os vapores resultantes permeiam o material vegetal no
extrator, passam pelo condensador para liquefacdo e, finalmente, sdo separados em um
decantador. A distribuicdo eficiente da matéria-prima no extrator € crucial para otimizar o
contato superficial com o vapor (CASSEL, VARGAS, 2006).

Os principais atores globais no mercado de OEs incluem a india, os EUA, a Franca,
a China e o Brasil, quando consideramos valores econdmicos. No entanto, em relacdo aos
volumes exportados, a Espanha assume o lugar da Franga entre os cinco primeiros (BIZZO,
REZENDE, 2022). A contribuicdo do Brasil nesse cenario é especialmente notavel devido
aos 0leos essenciais de citricos, que s&o derivados da industria de sucos (BIZZO et al., 2009).

Devido ao emprego constante de fungicidas sintéticos, tem crescido uma presséo,
especialmente de paises desenvolvidos, para evitar 0 uso desses produtos. Diante desse
cenario desafiador, uma alternativa altamente desejavel em relacdo aos métodos tradicionais
de tratamento quimico é a ado¢do de abordagens baseadas em produtos naturais. Portanto,
surgem os Oleos essenciais, que tem demonstrado capacidade conclusiva em inibir o

desenvolvimento de diversos fitopatdgenos de natureza fangica (GOMES, 2011).

4, OBJETIVOS
4.1. Objetivo geral
Avaliar o uso de OEs, extraidos de casca de limdo, no controle do P. digitatum,

causador do bolor verde e P. italicum, causador do bolor azul.

4.2.  Objetivos especificos

1. Avaliar a inibicéo in vitro do crescimento micelial do fungo P. digitatum, ocasionada
pelos OEs, extraidos de casca de limé&o, em diferentes concentragdes.

2. Avaliar a eficacia dos OEs, extraidos de casca de liméo, no controle preventivo e

curativo do bolor verde e bolor azul, em frutos de lima &cida Tahiti, em pds-colheita.
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5. MATERIAL E METODOS

Uma Colecéo de Trabalho de Citros foi estabelecida em 2015/2016 em uma area total
de 29 hectares no Centro de Citricultura Sylvio Moreira do Instituto Agrondmico (IAC) em
Cordeirdpolis-SP, nas coordenadas geograficas: 22° 32’ de latitude sul e 47° 27’ de longitude-
oeste, altitude de 639 m, clima do tipo Cwa, de acordo com o sistema internacional de
Koppen, e com solo classificado como Latossolo Vermelho Escuro-Distréfico, textura
argilosa.

Nessa area, 720 acessos foram implantados, contendo representantes de diferentes
grupos horticolas (tangerinas, clementinas, tangores, laranjas, limas doces, limas acidas,
limdo e diferentes grupos de porta-enxertos) enxertados em limdo Cravo. Dessa colegédo
selecionou-se para este trabalho quatro gendtipos de limdo: Siciliano (Figura 1 A); Eureka
(Figura 1 B); Harvey (Figura 1 C) e Amber (Figura 1 D).

Figura 1. Gendtipos de limdo: Siciliano (A), Eureka (B), Harvey (C), Amber (D).

5.1. Extracgdo dos 6leos essencias

Para extracdo dos OEs foram coletados 80 frutos maduros de cada geno6tipo. Os frutos
foram lavados e descascados, mantendo o albedo na casca. As cascas foram picotadas
manualmente em pedacos de 1 cm? e foram colocadas no hidrodestilador (Figura 2 A). Os
OEs foram extraidos por hidrodestilagdo por arraste a vapor utilizando-se um aparelho tipo

Moritz (Figura 2 B), com aproximadamente 300 gramas de cascas, por um periodo de 3 horas
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(Teixeira et al., 2013). Ap0s a extracdo, os OEs foram coletados e armazenados em frascos

ambar (protegidos da luz), a 4° C.

_ B :
Figura 2. A) Cascas no destilador. B) Aparelho tipo Moritz. Foto: Julio Cesar S. Ronquim.

o NI, ¥y

5.2. Experimento 1 - Inibi¢&o in vitro do fungo Penicillium digitatum

Para a realizacdo do experimento foram utilizados isolados de P. digitatum e P.
italicum, pertencentes a colecdo de microrganismos do Laboratério de Fitopatologia e
Controle Biologico do Centro de Citricultura “Sylvio Moreira” /Instituto Agronomico de
Campinas, Cordeiropolis - Sdo Paulo, Brasil. A colénia de P. digitatum foi cultivada em meio
BDA e mantida em estufa B.O.D. a 25°C+ 2°C, com fotoperiodo 12h/12h, por sete dias.

O ensaio foi instalado em delineamento inteiramente casualizado (DIC), em esquema
fatorial 4x3, sendo quatro gendtipos de limdo (Harvey, Amber, Siciliano e Eureka) para
extracdo do dleo e trés concentragdes de 6leo (4, 8 e 16 uL mL™1), com trés repeticoes.

A acdo antifungica dos OEs foi avaliada pelo método de difusdo em agar por cavidade
em placa (MENDONCA, 2004). Para essa avaliacdo foram adicionados em placas de Petri,
de 9 cm de didmetro, aproximadamente 20 mL do meio de cultura batata-dextrose-agar
(BDA) (Figura 4 A). Para cada concentragdo foi adicionado ao meio de cultura, com uma
micropipeta, as concentragdes de 0 (testemunha), 4, 8 e 16uL mL* do OE junto com Tween
80 na propor¢do de 1% do volume do meio. Apés a solidificagdo do meio de cultura, um
disco invertido de 8 mm de diametro contendo o micélio do fungo, foi depositado no centro
de cada placa (Figura 4 B).

As placas foram lacradas com filme plastico, identificadas (Figura 4 C) e incubadas
em cadmara de germinacao sob fotoperiodo de 12 horas, a temperatura de 27°C. As avaliacdes
foram realizadas, por sete dias, por medicGes diametralmente opostas (média de duas
medidas diametralmente opostas) do crescimento micelial do fitopatégeno. A porcentagem
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de inibicdo do crescimento micelial foi calculada para cada concentracdo em relacdo a
testemunha, utilizando a seguinte equacao:

Pi = (dc — dt) x 100/dc

Em que, Pi = Percentual de inibi¢do do crescimento, dc = O didmetro medio da
coldnia do fungo no controle, dt = O didmetro médio da col6nia do fungo no tratamento.

filme pléstico e identificadas.

5.3.  Experimento 2 - Controle de Penicillium digitatum e Penicillium italicum em pos-
colheita

Neste experimento foram utilizados isolados de P. digitatum e P. italicum,
pertencentes a colecdo de microrganismos do Laboratério de Fitopatologia e Controle
Biologico do Centro de Citricultura “Sylvio Moreira” /Instituto Agrondmico de Campinas,
Cordeiropolis - S&o Paulo, Brasil. As coldnias de P. digitatum e P. italicum foram cultivadas
em meio BDA e mantidas em estufa B.O.D. a 25°C+ 2°C, com fotoperiodo 12h/12h, por sete
dias. As suspensdes do fungo foram obtidas através da técnica de dilui¢do seriada em agua
destilada autoclavada, obtendo-se uma concentracdo final de 1x10° conidios/ml para P.
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digitatum e 1x10* conidios/ml para P. italicum, ajustada com auxilio de uma camara de
Neubauer.

Assim avaliou-se o controle dos fungos P. digitatum (ensaio 1) e P. italicum (ensaio
2), com o uso de OEs, em frutos maduros de lima &cida Tahiti (Citrus latifolia Tanaka). Os
frutos foram desinfetados superficialmente com hipoclorito de sodio, a 2%, por dois minutos
e, feridos em dois pontos equidistantes, na regido equatorial dos frutos, com agulhas
esterilizadas a uma profundidade de trés milimetros (Figura 5 A). Os experimentos foram
instalados em DIC, em esquema fatorial 2x4x3, sendo dois métodos de controle (preventivo
e curativo), quatro genotipos de limdo para extracdo do OE (Amber, Eureka, Harvey e
Siciliano) e trés concentracbes de OE (0, 8 e 16 pl ml?t), com trés repetigdes por
concentragéo, e dez frutos por repeticéo.

No tratamento preventivo foi aplicado em cada ferimento do fruto 20 ul da solugéo
com OE + Tween 80 (1%) (Figura 5 B). Apds 24 horas foi inoculado nos ferimentos 20 pl
de uma suspensdo (1x10° conidios/ml) de P. digitatum (ensaio 1), e (1x10* conidios/ml) de
P. italicum (ensaio 2). Para o controle curativo foram inoculados os fungos (20 ul) nas
perfuracdes, e apo6s 24h, foram aplicadas no mesmo local 20 pl das solu¢cbes com OE +
Tween 80 (1%). Para as testemunhas foram inoculadas as suspensbes do fungo, sendo
utilizado agua destilada ao invés dos OEs + Tween 80.

Apos a inoculacdo do fungo, os frutos foram armazenados em caixas de propileno
com tampa (40x30x15 cm) sendo mantidos em uma camara refrigerada a uma temperatura
de 10°C + 2°C e 90% de UR (Figura 5 C). Apo6s a inoculacdo do patdgeno as observacdes
foram realizadas ao longo de um periodo de sete dias, utilizando-se um paquimetro para
auxiliar na medicao do diametro das les6es formadas (comprimento e largura). As medidas
obtidas foram usadas para determinacdo da area abaixo da curva de progresso da doenca
(AACPD), utilizando a equacdo proposta por Shaner e Finney (1977):

AACPD= X[(yi+yit1)/2x(ti+1)-ti)]

Onde, yi é o didametro de uma lesdo no tempo ti, em dias, e Yi+1 é o didmetro da lesdo

no tempo ti + 1.
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Figura 4. A) Perfuracdo dos frutos. B) Aplicacdo do o6leo essencial. C) Caixas de propileno

com frutos em camara fria.

5.4.  Anélise dos dados
Os dados das avaliacdes foram submetidos a anélise de variancia e comparados pelo
teste de Tukey a 5 % de probabilidade.
6. RESULTADOS E DISCUSSAO
6.1. Experimento 1 - Inibic&o in vitro do fungo Penicillium digitatum

O 6leo extraido do gendtipo Amber proporcionou maior inibicdo do crescimento
micelial do fungo, na concentracdo de 4 uL, em relacdo aos demais gendtipos, nos dias 2 e
3. Na concentracéo 8 uL ndo houve diferenga no percentual de inibi¢&o entre os gendtipos,
exceto no dia 3, que o gendtipo Eureka foi inferior aos demais gendtipos. Na concentragdo
16 uL ndo houve diferenca no percentual de inibicao entre os genotipos, exceto no dia 2, que
0 gendtipo Eureka foi superior aos demais gendtipos (Tabela 1). Assim, observou-se que a
partir do dia 4, nas concentragcdes 8 ¢ 16 uL, ndao houve diferenca entre os genétipos no
percentual de inibigcdo (Tabela 1).

O gendtipo Amber ndo apresentou diferenga entre as concentra¢fes na inibicdo do
crescimento micelial do fungo, nos sete dias de avaliacdo (Tabela 1). Os gendtipos Eureka,
Harvey e Siciliano apresentaram maior inibi¢do nas concentragdes de 8 ¢ 16 pL, em relagao
a concentracdo de 4 pL, no dia 6 (Tabela 1). H& trabalhos na literatura que também
observaram aumento da inibi¢do do crescimento de patégenos em concentra¢des maiores de
OE. Tao, Jia e Zhou (2014) conduziram avalia¢des utilizando difusdo em agar com OE de
Citrus reticulata Blanco. Eles observaram que concentragdes de 2,50 pLL mL™" inibiram
completamente o crescimento micelial de Penicillium italicum, enquanto concentracGes de
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40,0 uL mL™* foram necessarias para inibir Penicillium digitatum. Este estudo revelou que
0s OEs reduzem ou impedem totalmente o crescimento dos fungos de maneira dependente
da concentragéo.

A capacidade antifingica dos OEs pode ser explicada por fatores referentes a sua
composicdo. Tao, Jia e Zhou (2014) e Gomes (2011) atribuiram a atividade antifungica a
componentes como os hidrocarbonetos e monoterpénicos, sendo o limoneno, octanal e citral,
presentes no OE de frutos citricos. Segundo os autores, esses componentes mostram-se
eficientes no controle do P. italicum e P. digitatum. Sharma e Tripathi (2008), que testaram
OE de Citrus sinensis (L.) Osbeck contra Aspergillus niger afirmam que os OEs séo capazes
de modificar a parede celular e a retracdo do citoplasma nas hifas causando a morte do
micélio. Tais modifica¢des induzidas pelos OEs podem estar relacionadas a interferéncia dos
componentes do OE nas reagdes enzimaticas de sintese da parede, o que afeta a morfogénese

e o crescimento dos fungos.
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Tabela 1. Percentual de inibicdo do crescimento micelial do fungo Penicilluim digitatum.

Percentual de Inibicéo do Crescimento

. Concentracao .
Genotipos (ul mLY) Dias
1 3 4 7
4 100 aA 468 aA 405 aA 319 aA 412 aA 384 aA 391 aA
Amber 8 100 aA 604 aA 411 aA 291 aA 399 aA 363 aA 359 aA
16 100 aA 656 DbA 494 aA 282 aA 347 aA 339 aA 334 aA
4 100 aA 135 bB -35 bB -102 bB -80 bB -68 bB -25 bB
Eureka 8 100 aA 302 aB 182 bB 348 aA 325 aA 332 aA 315 aA
16 100 aA 100,0 aA 529 aA 46,7 aA 446 aA 399 aA 359 aA
Harvey 4 100 aA 31 bB 23 bB -98 bB 14 bB 26 aB 90 abB
8 100 aA 572 aAB 376 aA 352 aA 348 aA 363 aA 351 aAB
16 100 aA 625 DbA 423 aA 37 aA 37,7 aA 427 aA 439 aA
Siciliano 4 100 aA 62 bB 123 bB 12, abA 23,0 abA 18,0 abB 19,2 abA
8 100 aA 250 aAB 341 aA 274 aA 308 aA 320 aA 291 aA
16 100 aA 27,0 bA 370 aA 32,7 aA 354 aA 31,3 aA 296 aA

*Médias seguidas da mesma letra mindscula entre gendtipos dentro da mesma concentracéo, e letras maiusculas entre concentracdo dentro da

mesmo gendtipo, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05).
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6.2.  Experimento 2 - Controle de Penicillium italicum e Penicillium digitatum em pés-
colheita

No controle da doenca bolor verde (Penicillium digitatum) (ensaio 1) nas
concentragdes de 0, 8 e 16 puL nao houve diferenca entre os genotipos, no método preventivo
(Figura 6). Na concentra¢ao de 8 pL, no método curativo, o OE extraido do gendtipo
Siciliano propiciou maior AACPD (menor inibicdo do crescimento da doenca) em
comparagao com os OE extraidos do Eureka e Harvey (Figura 6).

Na concentragdo de 16 pL, no método curativo, o gendtipo Amber propiciou menor
AACPD (maior inibi¢do do crescimento da doenca) em comparagdo aos demais genotipos.
Nessa concentracdo o genotipo Amber teve menor AACPD no método curativo comparado
ao preventivo (Figura 6).

O gen6tipo Amber apresentou o menor valor de AACPD (maior inibicdo do
crescimento da doenca), no método de controle preventivo e curativo, na concentragdo 16 uL
(Figura 6). O genotipo Eureka apresentou menor valor de AACPD (maior inibicdo do
crescimento da doenga), no método de controle preventivo, na concentragdo 16 pL, e no
método de controle curativo, nas concentragdes 8 ¢ 16 uL (Figura 6). Os gendtipos Harvey e
Siciliano apresentaram menor valor de AACPD, nos métodos preventivo e curativo, na
concentragdo 16 pL, comparado a concentragdo 0 uL (testemunha) (Figura 6).

Os resultados desse trabalho corroboram com os obtidos por Mattos (2010) que
avaliou o efeito do OE extraido de casca de lima acida Tahiti (Citrus latifolia Tanaka), no
controle do fungo Penicillium digitatum, em que as concentra¢des de 10.000 ppm e 100.000
ppm foram eficientes em controlar o bolor verde em laranjas 'Péra’ em pos-colheita.
Constatando-se que o 6leo utilizado nas concentracBes mais elevadas, ocasiona maior
controle da doenca. Segundo Benato et al. (2018), que testou OEs de capim-limao, palmarosa
e canela contra P. digitatum em frutos de laranja ‘Perd’ e ‘Valéncia’, constatou que a
efetividade dos OEs se intensifica com o aumento da concentracao.

No controle da doencga bolor azul (Penicillium italicum) (ensaio 2) nas concentragfes
de 8 ¢ 16 uL, houve uma diminuicdo no didmetro medio da lesdo nos frutos tratados
curativamente em comparacao aos frutos tratados de forma preventiva, no entanto ambos os
métodos de tratamento diferiram da testemunha (Figura 7). O gen6tipo Eureka apresentou
maior valor de AACPD (menor inibicao do crescimento da doenca) comparado aos genotipos
Harvey e Siciliano (Figura 8).
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Figura 5. Area abaixo da curva de progresso da doenca (AACPD) em avaliagdo pds-colheita de frutos de lima acida Tahiti inoculados com

fungo Penicillium digitatum.

*Meédias seguidas das mesmas letras minusculas entre gendtipos no mesmo método de controle e mesma concentragdo, maitsculas entre métodos
de controle para 0 mesmo gendtipo e mesma concentracdo e italicas entre concentragcdes dentro da mesma combinacdo gendétipo/método de

controle, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05).
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Figura 6. Area abaixo da curva de progresso da doenca (AACPD) em avaliagio pds-colheita
de frutos de lima &cida Tahiti inoculados com fungo Penicillium italicum.

*Médias seguidas das mesmas letras minusculas entre métodos de controle e mesma
concentracdo e maidsculas para 0 mesmo método de controle e diferentes concentragdes, ndo
diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05).
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Figura 7. Comparacdo dos efeitos dos diferentes gendtipos na inibicdo do bolor azul
(Penicillium italicum).

*Médias seguidas da mesma letra minuscula, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey
(p<0,05).
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Avaliando os resultados observa-se que o Amber se destacou pela diminuicdo do
diametro média da lesdo do fungo Penicillium digitatum, na concentracdo 16 uL, método
curativo (Figura 6). No entanto, no controle do fungo Penicillium italicum esse gen6tipo ndo
apresentou a mesma efetividade (Figura 8). Caccioni et al. (1998) avaliaram a efetividade de
OEs de diferentes gendtipos de citros no controle dos fungos P. italicum e P. digitatum.
Segundo os autores, a efetividade dos 6leos varia entre 0s genotipos de onde foram extraidos.
A composicao quimica tnica de cada OE pode influenciar sua eficécia contra cada fungo.

O limoneno, predominante nos OEs atinge concentragdes de 90 a 96%, porém quando
combinado com citral, sua eficacia como fungicida aumenta, indicando o citral como o
composto mais ativo contra P. digitatum e P. italicum (CACCIONI et al., 1998). Assim, com
a variacao da composi¢do quimica dos OEs, a resposta dos fungos aos 6leos varia.

Nos OEs extraidos dos gendtipos Amber, Eureka e Siciliano ha predominéncia de
limoneno, além dos compostos beta pipeno e gama terpeno (MAIA, LANDINI, 2014). Assim
como o limoneno, o beta pipeno possui atividade antifingica, sendo capaz de destruir a
integridade celular de leveduras (ANDRADE, 2017), enquanto gama terpeno também possui
propriedades antimicrobianas (CLEFF, 2008).

Para Penicillium digitatum e Penicillium italicum observou-se que a menor
severidade da doenca foi ocasionada no método de controle curativo (Figuras 6 e 7). Quando
falamos sobre os diferentes métodos de controle (preventivo e curativo), alguns estudos
trazem o método curativo como sendo mais eficiente em frutos. Benato et al. (2018) e Soylu
et al. (2019) destacam a eficacia do controle curativo sobre o preventivo. Os autores sugerem
gue os componentes volateis dos 6leos podem ser responsaveis pelo melhor efeito curativo,

pois sdo mais facilmente absorvidos pelo fungo.

7. CONCLUSAO

No teste in vitro, os OESs nas concentragdes 8 ¢ 16 pL apresentaram maior inibigdo
do crescimento micelial do Penicillium digitatum.

Em pds-colheita, 0 gendtipo Amber, na concentragdao 16 plL, método curativo,
destacou-se pela maior inibicéo do bolo verde, causado pelo fungo do Penicillium digitatum.

O tratamento curativo mostrou superioridade na inibi¢édo da doenga em comparacgao

ao preventivo.
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